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O polimorfismo de inversões cromossômicas é um dos tópicos mais bem 
estudados em genética de populações, mesmo assim, os mecanismos que governam sua 
origem e manutenção ainda escapam à nossa completa compreensão. O polimorfismo de 
inversões em Drosophila mediopunctata é um exemplo claro de um caráter sob seleção cujo 
significado adaptativo ainda não é bem compreendido. O cromossomo II da espécie é rico em 
inversões que se distribuem em duas regiões cromossômicas: distal e proximal. Inversões 
distais e proximais (quase) nunca se sobrepõem. Contudo, conjuntos de inversões não 
sobrepostas frequentemente apresentam desequilíbrio de ligação em populações naturais. 
Nessa dissertação, nós realizamos uma análise dos padrões de desequilíbrio de ligação entre 
as inversões do cromossomo II de Drosophila mediopunctata no sentido de contribuir para a 
compreensão das forças evolutivas que agem sobre esse sistema. Especificamente, nós 
utilizamos uma abordagem mista, envolvendo experimentos de laboratório, dados empíricos 
de animais coletados no campo e modelagens teóricas simples para estudar o desequilíbrio de 
ligação entre inversões ligadas e não sobrepostas em uma população natural da espécie. No 
primeiro capítulo, como introdução, nós apresentamos uma visão geral sobre os efeitos que as 
inversões cromossômicas possuem sobre as taxas de recombinação em Drosophila, as 
questões que motivaram esse trabalho e uma breve descrição do conteúdo dessa dissertação. 
No segundo capítulo, nós analisamos os padrões de desequilíbrio de ligação na população de 
D. mediopunctata que habita o Parque Nacional do Itatiaia (RJ) decorrido um lapso de tempo 
de 30 anos do primeiro estudo. Subsequentemente, nós mostramos que as associações não 
aleatórias entre inversões distais e proximais se mantiveram praticamente inalteradas ao longo 
desse período, corroborando a hipótese de que o desequilíbrio entre inversões é mantido por 
seleção natural. No capítulo três, nós utilizamos uma série de cruzamentos controlados para 
responder questões simples acerca da influência das inversões sobre componentes do valor 
adaptativo. Entre outros resultados, nossos dados reforçam a hipótese de supressão da 
recombinação em heterozigotos para inversões paracêntricas ligadas e não sobrepostas. 
Finalmente, nós interpretamos a falta de recombinação em heterozigotos para arranjos não-
sobrepostos como uma evidência a favor da existência de interações epistáticas entre locos 






The chromosomal inversion polymorphism is one of the best-studied topics in 
population genetics, yet the mechanisms that govern its origin and maintenance still escape 
our full understanding. The inversion polymorphism in Drosophila mediopunctata is a clear 
example of a character under selection whose adaptive meaning is still not well understood. 
The chromosome II of D. mediopunctata is rich in inversions that are distributed in two 
chromosomal regions: distal and proximal. Distal and proximal inversions (almost) never 
overlap. However, sets of non-overlapping inversions often show linkage disequilibrium in 
natural populations. In this dissertation, we perform an analysis of the linkage disequilibrium 
patterns of the second chromosome of D. mediopunctata in order to contribute to the 
understanding of the evolutionary forces acting on this system. Specifically, we use a mixed 
approach based on laboratory experiments, data derived from animals collected in the field 
and simple theoretical modeling to study the patterns of linkage disequilibrium between 
linked and non-overlapping inversions in a natural population of the species. In the first 
chapter, as an introduction, we present an overview of the effects that chromosomal 
inversions have on Drosophila recombination rates, the questions that motivated this work, 
and a brief description of the content of this dissertation. In the second chapter, we assess the 
patterns of linkage disequilibrium in a population of D. mediopunctata that inhabits the 
Parque Nacional do Itatiaia 30 years after the first study took place. Subsequently, we show 
that non-random associations between distal and proximal inversions have remained virtually 
unchanged over the period, corroborating a hypothesis that natural selection maintains the 
disequilibrium between inversions. In chapter three, we perform a series of controlled crosses 
to answer simple questions about the influence of inversions on adaptive value components. 
Among other results, our data reinforce the hypothesis of heterozygous recombination 
suppression for linked and non-overlapping paracentric inversions. Finally, we interpret the 
lack of recombination in heterozygotes for non-overlapping arrangements as evidence in 
favor of the existence of epistatic interactions between loci contained within (and between) 
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O recente advento de estudos genômicos comparativos favoreceu o crescente 
(re)interesse pelo papel das inversões cromossômicas na evolução (Hoffman & Rieseberg., 
2008). Vários estudos moleculares indicam que rearranjos cromossômicos são sistemas 
dinâmicos (Hofmann et al., 2004), capazes de impactar substancialmente os padrões de 
variabilidade ao longo do genoma (Andolfatto et al., 2001). Modelos teóricos e dados 
empíricos enfatizam que as inversões podem contribuir, por meio da supressão da 
recombinação em heterozigotos, para a adaptação local (Kirkpatrick & Barton, 2006; 
Crandall, 2017; Wellenreuther et al., 2017), especiação (Hoffman & Rieseberg., 2008; Lohse 
et al., 2015) e evolução de cromossomos sexuais (Charlesworth et al., 2005; Bachtrog, 2013). 
Em adição, o impacto que as inversões possuem sobre os níveis de desequilíbrio de ligação ao 
longo do cromossomo as tornam ótimas ferramentas para investigar a natureza dos processos 
adaptativos em populações naturais (Hoffman et al., 2004). 
Nessa dissertação, nós utilizamos o sistema de inversões cromossômicas de 
Drosophila mediopunctata para fazer inferências a respeito da manutenção e evolução desse 
polimorfismo em uma população natural da espécie. Especificamente, nós discutimos a 
natureza do polimorfismo de inversões cromossômicas no gênero Drosophila e algumas das 
principais teorias que visam explicar a manutenção de inversões cromossômicas em 
populações naturais (sessões 1.1 e 1.2, respectivamente), o polimorfismo de inversões 
cromossômicas de Drosophila mediopunctata (sessão 1.3) e seus possíveis efeitos sobre o 
valor adaptativo de seus portadores (sessão 1.4) 
 
1.1  O polimorfismo de inversões cromossômicas no gênero Drosophila 
 
Sturtevant descreveu em seu trabalho publicado em 1917 o cruzamento entre uma 
fêmea selvagem de Drosophila melanogaster e um macho com duas mutações no 
cromossomo dois, denominadas speck e vestigial. A fêmea era oriunda de um estoque de 
Liverpool, Nova Escócia. O macho, proveniente de uma linhagem de laboratório. Ao observar 
a prole de uma das filhas desse cruzamento, ele notou a completa ausência de recombinantes 
em uma amostra de 99 indivíduos. Esse era um resultado inesperado, visto que Bridges e 
Morgan (1923)1 já haviam estabelecido que a taxa de crossing-over entre os genes speck e 
vestigial flutuava em torno de 37%. O fenômeno parecia estar ligado a alguma particularidade 
dos cromossomos vindos de Nova Escócia. Todas as fêmeas que haviam herdado uma cópia 
                                                
1 O resultado em questão foi reportado pela primeira vez em 1917 através de comunicação pessoal de Bridges a 
Sturtevant e formalmente publicado em 1923. 
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desse cromossomo apresentavam visível redução na porcentagem de crossing-overs. Duas 
cópias, no entanto, revertiam essas taxas aos níveis originalmente previstos em homozigotos 
(Bridges & Morgan, 1923). Essa foi a primeira descrição dos fatores C, supressores de 
recombinação hoje conhecidos como inversões cromossômicas. 
Inversões são segmentos cromossômicos cuja ordem de genes foi invertida em 
relação ao cromossomo padrão de referência (Andolfatto et al., 2001). As inversões podem 
ser classificadas em duas grandes categorias em função das variações que apresentam em 
relação ao arranjo padrão. As inversões simples, que envolvem somente dois pontos de 
quebra, e as inversões complexas, que possuem múltiplos pontos de quebra ou são 
sobrepostas entre si (Krimbas & Powell, 1992). Ademais, os arranjos cromossômicos podem 
ser subdivididos de acordo com a posição que ocupam em relação ao centrômero: são 
chamadas de paracêntricas as inversões cujo centrômero está contido na região invertida e 
pericêntricas aquelas que não envolvem essa região cromossômica.  Polimorfismos 
paracêntricos são os mais comumente encontrados no gênero Drosophila (Hoffman et al., 
2004) e constituem, portanto, nosso objeto de estudo.  
Se uma inversão surge dentro de uma espécie, indivíduos portando um 
cromossomo padrão e um cromossomo invertido devem apresentar pouco ou nenhum 
crossing-over na região do rearranjo (Sturtevant, 1921). Isso se deve primordialmente a dois 
princípios mecânicos da meiose: somente regiões homólogas se pareiam durante o zigóteno e 
a formação do quiasma só ocorre em segmentos pareados. Em heterozigotos estruturais 
(heterozigotos para dois arranjos cromossômicos distintos), o pareamento entre homólogos é 
incompleto e leva à formação de uma estrutura em alça, denominada alça de inversão (Figura 
1.1). Dentro dessa região, o crossing-over simples deve gerar pontes cromáticas e fragmentos 



















Figura 1. 1 Crossing-over simples em heterozigoto para inversão paracêntrica. (A) 
Cromossomos padrão e invertido. (B) O pareamento entre homólogos dá origem a uma alça 
de inversão. (C) O crossing-over dentro da alça gera dois cromossomos com deleções 
terminais e um fragmento acêntrico. Esses produtos meióticos são inviáveis e normalmente 






Embora seja rara, a produção de gametas recombinantes em heterozigotos para 
uma inversão simples é possível por meio de crossing-over duplo (Novitsky & Braver, 1953; 
Pegueroles et al., 2010a) ou conversão gênica (Chovnick, 1973; Korunes & Noor, 2017). 
Navarro et al. (1997) realizaram uma análise teórica dos padrões de recombinação e trânsito 
gênico2, tanto dentro quanto fora das sequências invertidas. Trânsito gênico é aqui definido 
mais inclusivamente como a probabilidade de troca de alelos durante a meiose em fêmeas 
heterocarotípicas, tanto por crossing-over ou por conversão gênica. Trata-se, portanto, de um 
caso especial de recombinação: aquela que ocorre entre um dado sítio ou marcador e a própria 
inversão (Navarro et al., 1997). A Figura 1.3 destaca alguns dos principais padrões descritos 
pelos autores. Quanto ao trânsito gênico dentro das inversões, há três pontos a serem 
destacados. Primeiro, a troca é nula nos pontos de quebra. Segundo, há, em média, maior 
trânsito gênico nas regiões centrais da inversão em função do crossing-over duplo. Terceiro, 
em regiões próximas aos pontos de quebra, a conversão gênica é a força de recombinação 
predominante. Em inversões longas, espera-se grande variação nos níveis de trânsito gênico 
entre a região central e os pontos de quebra. Em inversões curtas, as taxas devem ser mais 
uniformes (e reduzidas) ao longo do segmento invertido. Fora das inversões, o crossing-over 
e o trânsito gênico devem ocorrer livremente, salvo em regiões próximas aos pontos de 
quebra.  
A teoria também prediz que, de forma semelhante aos padrões de trânsito gênico, 
o desequilíbrio de ligação (LD) entre locos ligados a inversões deve ser alto próximo aos 
pontos de quebra, e reduzir gradualmente conforme se aproxima do centro da inversão 
(Andolfatto et al., 2001). Em inversões longas, altos níveis de LD são esperados somente em 
regiões muito próximas aos pontos de quebra (Rane et al., 2015), enquanto que em inversões 
curtas os locos dentro dos segmentos invertidos devem apresentar forte desequilíbrio de 
ligação entre si. A mesma lógica se aplica a regiões cromossômicas fora da inversão: forte LD 
deve ocorrer próximo aos pontos de quebra e reduzir gradualmente em locos mais distantes da 
inversão (Navarro et al., 1997). 
  
                                                
2 Estamos usando trânsito gênico como tradução de gene flux: “Flux is defined as the probability of a site being 
transferred from one chromosome arrangement to another during meiosis in heterokaryotypic females” 


































Figura 1. 2 Padrões de trânsito gênico em um heterozigoto para dois arranjos que diferem por 
uma inversão paracêntrica simples [seguindo descrição de Navarro et al. (1997)]. As setas 
indicam os pontos de quebra. Em vermelho, estão representados os padrões de trânsito gênico 
esperados para cada segmento cromossômico. Em inversões longas (A), o crossing-over 
duplo tem papel predominante no trânsito gênico em regiões centrais da inversão, enquanto a 
conversão gênica é mais importante em sítios próximos aos pontos de quebra. Em inversões 
curtas (B), a conversão gênica tem papel predominante no trânsito gênico em toda a região 
invertida. Não há trânsito gênico nos pontos de quebra. Fora das inversões, em ambos os 
casos, há grande ocorrência de crossing-over. 
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A dinâmica do trânsito gênico e do desequilíbrio de ligação em heterozigotos 
estruturais não obedece, contudo, a uma regra absoluta. Estudos empíricos repetidamente 
descrevem reduções drásticas nas taxas de recombinação em heterozigotos para inversões em 
diversas espécies do gênero Drosophila (e.g. Pegueroles et al., 2010a). Entretanto, essa 
redução parece ser muito menos uniforme do que o previsto por modelos teóricos (Navarro et 
al., 1997). Em Drosophila subobscura por exemplo, a redução substancial no número de 
recombinantes dentre a prole de heterocariótipos é acompanhada por intenso trânsito gênico 
tanto dentro quanto fora dos segmentos invertidos (Pegueroles et al., 2013; Pegueroles et al., 
2016). O mesmo não se aplica ao sistema de inversões de D. pseudoobscura, que em geral 
apresentam forte desequilíbrio de ligação entre genes associados com rearranjos 
cromossômicos (Schaeffer et al., 2003; Wallace et al., 2013). D. melanogaster, por sua vez, 
apresenta um interessante padrão misto. Muito embora a presença de forte LD dentro da 
inversão In(3R)Payne tenha sido anteriormente reportado, não há distribuição uniforme 
dessas taxas. A presença de locos no centro da inversão com altos valores de LD com o 
rearranjo em si e o trânsito gênico assimétrico entre diferentes pontos de quebra não só 
desafiam as previsões teóricas, mas sugerem que os padrões de recombinação gerados por 
rearranjos cromossômicos são muito mais complexos do que originalmente concebido (Rane 
et al., 2015). 
 
1.2  O polimorfismo de inversões cromossômicas no contexto populacional 
 
No contexto da genética de populações, a supressão de recombinação em 
heterozigotos só se torna importante à medida que rearranjos passam a ser frequentes em 
populações naturais (Andolfatto et al., 2001). No gênero Drosophila, cerca de três quartos de 
todas as espécies que foram estudadas com algum detalhe exibem a ocorrência natural de 
variações da ordem cromossômica. Dentre essas espécies, muitas apresentam altas 
frequências de cromossomos invertidos em populações naturais (Krimbas & Powell, 1992). 
Em adição, estudos empíricos corroboram a influência de pressão seletiva na modulação das 
frequências de inversões para um extenso conjunto de espécies, reforçando o papel desses 
rearranjos na evolução adaptativa (para exemplos, ver; Dobzhansky, 1948; Brncic 1962, 
1966; Ward et al., 1974).  
O significado evolutivo das inversões está provavelmente relacionado à supressão 
da recombinação em heterozigotos para cromossomos invertidos (Sturtevant. 1917). Se 
cromossomos padrão e invertido diferissem em um único gene, a supressão da recombinação 
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não teria efeito nocivo ou benéfico sobre o organismo. Em contrapartida, se arranjos 
cromossômicos estivessem protegendo complexos gênicos coadaptados, a inibição da 
recombinação seria favorecida por seleção. Essa visão foi primeiramente defendida por 
Dobzhansky (1950; 1970), que acreditava que cada inversão carrega um conjunto de alelos 
que possuem interações epistáticas positivas não só entre si, mas também com alelos contidos 
em outros arranjos na mesma população. A teoria da coadaptação prevê que heterozigotos 
para inversões que carregam cromossomos derivados de uma mesma população usualmente 
são mais aptos que seus correspondentes homozigotos. Em contraste, heterozigotos que 
possuem cromossomos de origens geográficas distintas não mostram a mesma vantagem 
heterótica. 
Muito embora um estudo molecular mais recente tenha apresentado evidências a 
favor da epistasia entre arranjos cromossômicos (Schaeffer et al., 2003), outras hipóteses 
surgiram com o intuito de explicar a evolução de inversões cromossômicas em populações 
naturais. Uma das hipóteses alternativas mais interessantes foi desenvolvida por Kirkpatrick e 
Barton (2006). Os autores propõem um modelo de adaptação local em que não há necessidade 
coadaptação entre alelos capturados por uma inversão. Em contraste com o modelo 
apresentado por Dobzhansky (1950, 1970), nesse modelo inversões reúnem alelos que são 
individualmente favorecidos em uma determinada população. Logo, o alto valor adaptativo de 
um organismo está relacionado ao background genético positivo gerado pelo alto valor 
adaptativo dos alelos de cada um dos locos, individualmente.  
 
1.3  O polimorfismo de inversões cromossômicas em D. mediopunctata 
 
Drosophila mediopunctata é um exemplo de espécie portadora de polimorfismo 
de inversões cromossômicas cuja dinâmica permanece com questões em aberto. Em D. 
mediopunctata as inversões são paracêntricas e restritas a três de seus cinco cromossomos. O 
cromossomo II possui um interessante sistema de inversões, representado por 17 arranjos que 
se distribuem em duas regiões cromossômicas: distal e proximal. Os arranjos gênicos mais 
frequentes nessa população são as inversões distais DA, DI e DS e as inversões proximais 
PA0, PB0 e PC0 (Ananina et al., 2004).  
Em primeiro lugar, vamos definir a terminologia adotada nessa dissertação para o 
polimorfismo de inversões de D. mediopunctata: primeiro, para nós, cada combinação de 
inversões distal e proximal será um haplótipo. Como no exemplo mencionado no parágrafo 
anterior, inversões distais são sempre precedidas por uma letra “D”, enquanto a letra “P” 
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marca as inversões proximais. Segundo, chamaremos de duplo heterozigotos aqueles 
indivíduos que possuírem cromossomos homólogos com dois conjuntos distintos de inversões 
distais e proximais (por exemplo, DA-PA0/DI-PB0) e de homozigotos aqueles indivíduos que 
possuírem dois homólogos citologicamente idênticos (por exemplo, DA-PA0/DA-PA0). 
Terceiro, por “heterozigotos” não nos referimos ao conteúdo gênico, e sim à conformação 
citológica desse cromossomo. Logo, homozigotos para inversões cromossômicas podem ser 
heterozigotos para o conjunto de genes que carregam. 
O haplótipo DI-PC0 é considerado o arranjo ancestral por diferentes critérios 
(Peixoto & Klaczko, 1991) e representa a sequência padrão para o cromossomo II. Todos os 
demais arranjos são, portanto, resultado de rearranjos da conformação ancestral DI-PC0. A 
origem das inversões distais DS e DA está provavelmente associada a inversões simples no 
arranjo padrão DI. A origem das inversões PB0 e PA0, por sua vez, pode ser explicada a 
partir da presença de um arranjo intermediário hipotético, denominado PH (Ananina et al., 
2002). Na Figura 1.3 há um diagrama representando os haplótipos mais frequentes, assim 
como sua posição em relação ao arranjo ancestral DI-PC0.  
Em geral, para quase todos os haplótipos possíveis, não há sobreposição entre 
inversões distais e proximais. As exceções que fogem a essa regra envolvem arranjos 
extremamente raros em populações naturais e, portanto, não são nosso foco de interesse. Tal 
como ilustrado na Figura 1.4, em duplo heterozigotos a presença de dois conjuntos distintos 
de arranjos cromossômicos dá origem a duas alças de inversão que são separadas entre si por 
um segmento não invertido. Bem como delineado no trabalho teórico de Navarro et al. 
(1997), não há restrição óbvia que impeça o crossing-over nesse segmento intercalar não-
invertido, salvo em porções cromossômicas muito próximas aos pontos de quebra. Contudo, a 



















Figura 1. 3 Diagrama da possível origem das inversões mais frequentes no cromossomo II de 
D. mediopunctata, segundo Ananina et al. (2002). O cromossomo II é didaticamente dividido 
em 20 segmentos, numerados de 21 a 40, e cada segmento é subdividido em três outras 
porções, denominadas a, b, c. Os centrômeros estão representados à direita e os telômeros à 
esquerda. As linhas pontilhadas representam as regiões em que houve inversão de um 
segmento cromossômico. O arranjo DI-PC0 é considerado o ancestral. O arranjo PH é uma 
inversão hipotética que representa um passo intermediário entre o arranjo PC0 e os arranjos 













Figura 1. 4 Diagrama representando os duplo-heterozigotos mais frequentes em D. 
mediopunctata: (A) haplótipo DA-PA0/DI-PB0; (B) haplótipo DS-PC0/DI-PB0. As inversões 
distais estão representadas à esquerda, e as inversões proximais à direita. Evidenciado em 
vermelho está o segmento não-invertido entre os arranjos distal e proximal onde o crossing-
over poderia, a princípio, ocorrer livremente. Em heterozigotos para inversões, o pareamento 
entre homólogos resulta na formação de alças de inversão. Em (A) e (B) pode-se observar a 









Um passo importante na caracterização dos padrões de desequilíbrio de ligação 
em D. mediopunctata foi dado por Peixoto e Klaczko em 1991, que analisaram uma amostra 
de 2130 cromossomos oriundos da população do Parque Nacional do Itatiaia, RJ. Eles 
observaram que determinadas inversões distais e proximais apresentavam forte desequilíbrio 
de ligação entre si. Estas combinações eram extremamente frequentes, enquanto haplótipos 
alternativos eram extremamente raros, ou até mesmo ausentes. Em concordância com os 
padrões do campo, estudos posteriores utilizando marcadores morfológicos reportaram que 
fêmeas duplo heterozigotas produzem pouco ou nenhum adulto recombinante em laboratório.  
Esses resultados foram tomados como evidências sugestivas de que a recombinação entre 
inversões ligadas e não sobrepostas é quase totalmente inibida em duplo heterozigotos, apesar 
da grande distância física entre esses dois conjuntos de rearranjos (de Morais et al., 1989; 
Cavasini et al., 2011).  
A presença de clines latitudinais e variação sazonal na frequência de inversões em 
D. mediopunctata, possivelmente associados a variáveis climáticas, corrobora a hipótese de 
que esse polimorfismo é adaptativo e mantido por seleção natural (Ananina et al., 2004). Não 
há, contudo, nenhuma pré-condição que determine que o desequilíbrio de ligação entre 
arranjos distais e proximais seja também mantido por pressão seletiva. A escassez de 
indivíduos recombinantes - tanto em populações naturais quanto em cruzamentos controlados 
– fomenta uma questão intrigante sobre o polimorfismo de inversões dessa espécie: qual é a 
origem e como é mantido o desequilíbrio de ligação entre as inversões distais e proximais do 
cromossomo II?  
Não obstante as evidências sugestivas de que esse sistema é sujeito a seleção 
natural (Ananina et al., 2004), não podemos descartar a influência de forças neutras na 
modelagem dos padrões de desequilíbrio de ligação (Thomson & Klitz, 1987). Na presença de 
baixas taxas de recombinação, o excesso de determinados haplótipos – ou combinações de 
inversões distais e proximais – em D. mediopunctata pode ser interpretada de duas formas: ou 
há seleção de haplótipos específicos ou processos randômicos são responsáveis pelas 
frequências observadas (Pinsker, 1983).  
Segundo Lewontin (1955), a melhor forma de se estudar a dinâmica da mudança 
evolutiva é observar a variação na estrutura genética de uma população ao longo do tempo. 
Para tanto, no segundo capítulo dessa dissertação nós analisamos o polimorfismo de inversões 
cromossômicas de uma população natural de D. mediopunctata após 30 anos de evolução. 
Nesse trabalho, nós comparamos dados recentes acerca das frequências de inversões 
cromossômicas com os resultados obtidos por Peixoto e Klaczko (1991) entre os anos de 1986 
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e 1988. Entre outros resultados, nós observamos a manutenção dos mesmos padrões de 
desequilíbrio de ligação entre inversões distais e proximais, o que indica que essas 
associações estão de fato sendo mantidas por seleção natural.  
 
1.4  Inversões cromossômicas e viabilidade em D. mediopunctata. 
 
Tendo verificado que a associação entre inversões distais e proximais é estável, 
sugerindo fortemente ser mantida por seleção natural, nós podemos nos questionar sobre a 
magnitude dessa seleção. Para sua resposta precisamos saber qual é a taxa de surgimento de 
recombinantes. Em uma população em que recombinantes são produzidos em proporções 
desprezíveis, um coeficiente seletivo relativamente baixo seria suficiente para manutenção 
das baixas frequências de indivíduos recombinantes. Em contrapartida, na presença de altas 
taxas de recombinação, coeficientes seletivos de grandeza equivalente seriam necessários. 
Para tratar dessa questão é preciso, primeiramente, compreender como as inversões podem 
influenciar as taxas de recombinação. 
A redução de taxas de recombinação em heterozigotos estruturais pode ser 
atribuída a três efeitos fundamentalmente mecânicos que as inversões infligem sobre esse 
sistema. Primeiro, há inibição da formação do quiasma em heterocariótipos, visto que 
somente regiões homólogas pareiam no zigóteno e a formação do quiasma só ocorre entre 
segmentos pareados (White, 1969; Andolfatto et al., 2001). Segundo, inversões realocam 
genes ao longo do cromossomo, o que poderia efetivamente modificar suas taxas de 
recombinação por efeito de posição (Rizzon et al., 2002). Terceiro, o crossing-over simples 
dentro de regiões invertidas gera produtos meióticos aneuplóides que podem, em última 
instância, dar origem a zigotos inviáveis (Dobzhansky & Epling, 1948). Curiosamente, 
heterozigose para inversões paracêntricas em Drosophila não resulta em efeitos deletérios 
importantes. A ausência de crossing-over no macho e a quase total eliminação de gametas 
aneuplóides gerados por recombinação em corpúsculos polares nas fêmeas previnem qualquer 
prejuízo sério à fertilidade de heterozigotos (White, 1969; Lande, 1984, Coyne et al., 1991). 
Restrições meióticas parecem explicar grande parte dos efeitos inibitórios que 
inversões paracêntricas sobrepostas exercem sobre as taxas de recombinação. Contudo, o 
quanto essas regras se aplicam a diferentes sistemas? O polimorfismo de inversões 
cromossômicas de D. subobscura ilustra bem essa questão.  Estudos anteriores apontam que, 
de forma semelhante ao observado em D. mediopunctata, há pouca ou nenhuma 
recombinação em heterozigotos para inversões ligadas e não sobrepostas (Krimbas & Zouros, 
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1969; Sperlich & Feuerbach-Mravlag, 1974; Mestres et al., 1998). Em concordância com 
esses dados, Pegueroles et al. (2010) observaram que em heterozigotos a recombinação era 
inibida não só dentro, mas também fora das regiões invertidas. Os autores postularam que a 
seleção natural estaria envolvida na redução das taxas de recombinação, provavelmente 
preservando combinações favoráveis de alelos contidos dentro das regiões invertidas. Em um 
trabalho posterior, Pegueroles et al. (2016) analisaram os padrões de variabilidade genética e 
desequilíbrio de ligação desse sistema de inversões e, para sua surpresa, encontraram 
evidências de extenso trânsito gênico tanto dentro quanto fora dos arranjos invertidos. De 
acordo com Pegueroles et al. (2016), frente a esses resultados, o reduzido número de 
recombinantes em D. subobscura só poderia ser justificado por seleção se esses indivíduos 
estiverem sendo efetivamente eliminados dessa população, de forma a manter interações 
adaptativas entre o conteúdo de diferentes inversões. 
Frente aos resultados de D. subobscura, ficamos a imaginar se a escassez de 
recombinantes em D. mediopunctata é realmente o produto de baixas taxas de recombinação 
entre inversões distais e proximais. Seria possível que esses indivíduos recombinantes estejam 
sendo formados e subsequentemente eliminados por forte seleção natural antes de se tornarem 
adultos? No Capítulo 3, nós investigamos essa questão por meio da análise de componentes 
de fertilidade e viabilidade da prole produzida por fêmeas homozigotas e heterozigotas para 
inversões. Posto que a redução de recombinantes já é detectável entre larvas de terceiro instar 
(de Morais et al, 1989) e adultos recém emergidos (Cavasini et al. 2011), nós nos propusemos 
a investigar os padrões de mortalidade em fases juvenis do desenvolvimento para esclarecer 
se há ou não evidência de forte seleção contra recombinantes em D. mediopunctata. Entre 
outros resultados, nós observamos não só a ausência de alta mortalidade entre a prole de 
fêmeas heterozigotas, mas também relações interessantes entre os componentes do valor 
adaptativo e o cariótipo de seus portadores.  
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1.5  Objetivos 
 
O objetivo desse trabalho é investigar os padrões de desequilíbrio de ligação entre 
inversões distais e proximais em uma população natural de D. mediopunctata. 
Especificamente, busca-se: 
1. Verificar se o desequilíbrio de ligação entre inversões distais e proximais se manteve 
estável após 30 anos através da análise das frequências de inversões cromossômicas em uma 
população natural da espécie.  
2. Verificar se há sinal de alta mortalidade entre a prole produzida por fêmeas 
heterozigotas por meio da análise de componentes do valor adaptativo da prole de fêmeas 
homozigotas e heterozigotas para inversões. 




1.6  Organização da tese 
 
Essa dissertação possui seu conteúdo apresentado em formato alternativo ao 
modelo tradicional. Os capítulos 2 e 3 dessa dissertação foram redigidos no formato de 
manuscritos a serem submetidos para publicação em periódico. O último capítulo (Discussão 
Geral) aborda os pontos que não foram contemplados (ou foram pouco explorados) em cada 
um dos manuscritos. Ao final da dissertação, são apresentadas as conclusões gerais do 
trabalho. 
As coletas utilizadas no primeiro trabalho (capítulo 2) foram realizadas por 
Marcos Roberto Dias Batista, Renato Cavasini, Rafael Penha, Felipe Bastos Rocha e por 
mim. Felipe Bastos Rocha participou também da elaboração e execução dos experimentos 














Reassessment of linkage disequilibrium patterns in Drosophila 




















2.1  Introduction 
 
The establishment and maintenance of chromosomal inversions in a wide variety 
of species (Ananina et al., 2004; Kennington et al., 2006; Joron et al., 2011) has led many 
researchers to propose that inverted segments are not consistent with a neutral model of 
evolution (Wasserman, 1972; Anderson et al., 2005; Kennington & Hoffmann, 2013). A set of 
consistent patterns have been found in empirical studies corroborating the adaptive role of 
chromosomal arrangements. Temporal and spatial variation in inversion frequencies in natural 
populations of Drosophila strongly suggest that structural rearrangements may modify the 
adaptive values of their carriers (Ananina et al., 2004; Anderson et al., 2005; Kennington & 
Hoffmann, 2013). Indeed, many studies show that inversion heterozygotes (heterokaryotypes) 
have superior fitness when compared to homozygous (homokaryotypes) for the same 
inversions (Dobzhansky, 1947; Kumar & Gupta, 1991; Pegueroles et al., 2010). Furthermore, 
linkage disequilibrium (LD) between genetically distant loci and inversions is presumably 
maintained by epistatic selection in a collection of drosophilid groups (Schaeffer et al., 2003; 
Kennington et al., 2006; Pegueroles et al., 2010).  
Inversions have long been known to suppress recombination in heterokaryotypes 
(Sturtevant, 1926). Moreover, theoretical models and empirical patterns suggest that 
inversions may have a profound impact on overall genetic variation. They generate complex 
patterns of gene flux, potentially modifying crossing-over rates along the whole chromosome 
(Navarro et al., 1997). Thus, two conclusions may emerge. First, inversions could hold 
together beneficial allele combinations by preventing recombination between different 
structural arrangements. Therefore, their selective values would be conditioned by epistatic 
interactions among the linked loci located within (or close to) the inverted segment 
(Dobzhansky, 1970, Navarro et al., 1997).  Second, inversions could dramatically reduce the 
number of recombinant individuals in a population through their recombination-redistribution 
effect on heterokaryotypes. For instance, in Drosophila subobscura recombination is almost 
entirely inhibited in heterokaryotypes, both inside and outside the inversion (Pegueroles et al., 
2010). As a result, recombinant individuals have negligible (although existent) frequencies in 
natural populations (Krimbas & Zouros, 1969; Fontdevila et al., 1983). 
Similar evidence of extensive suppression in crossing-over in heterokaryotypes 
comes from studies in Drosophila mediopunctata. This species has six pairs of chromosomes, 
consisting of five pairs of rods and a pair of dots. Our primary subject of study – the second 
chromosome – is highly polymorphic for paracentric inversions. These inversions belong to 
 30 
one of two general groups, according to their distance from the centromere. There are nine 
inversions in the proximal region (such as PA0, PB0 and, PC0) and eight in the distal (such as 
DA, DI and, DS) (Ananina et al., 2002). Albeit recombination between these two regions does 
naturally occur, previous studies have suggested that recombination among distant, 
nonoverlapping inversions is greatly reduced in heterokaryotypes (Peixoto & Klaczko, 1991, 
de Morais et al., 1989; Cavasini et al., 2011). In a study of the linkage disequilibrium patterns 
of D. mediopunctata, Peixoto and Klaczko (1991) analyzed 1,065 males from eight 
collections carried out at the Parque Nacional do Itatiaia (Rio de Janeiro State, Brazil) 
between 1986 and 1988. They observed strong linkage disequilibrium between sets of distal 
and proximal chromosomal arrangements. Moreover, exploratory analyses, using the Linkage 
Disequilibrium Analysis method (Thomson & Klitz, 1987; see below), revealed typical 
patterns of selection for the haplotypes sharing inversions DA, DP, DS, PA0, and PB0 (with 
the haplotypes DA-PA0, DP-PC0, DS-PC0 and DI-PB0 favorably selected). A later work by 
Ananina et al. (2004) described altitudinal clines and cyclic seasonal variation of inversion 
frequencies in natural populations of D. mediopunctata, corroborating the role of natural 
selection maintaining this polymorphism. Accordingly, the main body of evidence in D. 
mediopunctata endorses the idea that the adaptive value of structural haplotypes may arise 
from their influence on the components of fitness of their carriers. 
Nevertheless, there are at least three hypothetical scenarios regarding how 
evolutionary forces might explain the non-random associations in haplotype formation. In the 
first scenario, the disequilibrium patterns observed between 1986 and 1988 are the outcome of 
an interplay between neutral forces. Recurrent mutation, migration, and genetic drift in a 
finite population might, in a few situations, yield patterns that comply with the selection 
model (Thomson & Klitz, 1987). Given the exceptionality of such events, if this hypothesis 
holds true we would expect current disequilibrium patterns to differ substantially from the 
selection expectations.  In the second scenario, the disequilibrium patterns described in the 
80’s are the aftermath of a past selection event that is no longer existent. Changes in the 
evolutionary dynamics of inversion frequencies might be due to a collection of factors, such 
as shifts in climatic conditions (Anderson et al., 2005), migration (Nei & Li, 1973), and the 
emergence of new alleles (Thomson & Klitz, 1987). Moreover, in the absence of selective 
pressure, linkage disequilibrium should be eventually broken down by recombination and 
genetic drift over multiple generations of random mating (Thomsom & Klitz, 1987). Thus, 
under this conjecture, we would expect either a dramatic change in the linkage disequilibrium 
patterns or a steady reduction in the original non-random association values due to 
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recombination and drift. In the last scenario, the same selection regime that generated the 
pattern observed 30 years ago has been operating on this system with similar intensity and 
direction until now. Naturally, under this assumption, the linkage disequilibrium values in this 
populations should be stable over time. 
In this work, we aim to assess whether natural selection might maintain the 
linkage disequilibrium observed between distal and proximal inversions on the polymorphic 
chromosomal inversion system of D. mediopunctata. For that purpose, we describe the 
current pattern of LD in the same population and repeat the exploratory analysis performed by 
Peixoto and Klaczko (1991) to assess how it evolved over the period of 30 years.  
Furthermore, we test whether the current values obtained from recent D. mediopunctata 
collections deviate from the linkage disequilibrium decay expected from empirically 
estimated recombination rates. The results, as well as the possible interpretation of the linkage 
disequilibrium patterns observed in this natural population, are discussed. 
 
2.2  Materials and Methods 
 
2.2.1 Fly samples and inversion frequencies estimation  
 
We collected D. mediopunctata from the Parque Nacional do Itatiaia between 
2015 and 2016. In total, there were five collections, four in 2015 and one in 2016, comprising 
all seasons. The three collection sites – which included points at altitudes varying from 750m 
to 1,070m – coincide with the collection points chosen in the late 80’s. For all collected 
samples, we estimated the inversion frequencies of 145 males using the male sample method 
(Arnold, 1981; Klaczko, 1995). We crossed each single male with up to three virgin females 
from the ITC29I strain, which is homokaryotipic for the haplotype DI-PB0 in chromosome II. 
We cytologically analyzed up to eight larvae from each crossing to determine the male’s 
genotype with a negligible error (smaller than 1%).  
 
2.2.2 Linkage disequilibrium decay 
 
We simulated the expected linkage disequilibrium decay under a neutral model 
(Dt = [1 – r]t D0) with a constant rate of recombination between distal and proximal 
inversions. For this purpose, we used two estimates. The first was a recombination rate of 
0.17% per generation, which is the average recombination between double heterozygous for 
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inversions in D. mediopunctata (Cavasini et al., 2011; unpublished data by Hatadani & 
Klaczko, 1997), whereas the second was the number of past generations of recombination 
(t = 339). To determine the developmental time of D. mediopunctata, we considered the 
average temperature in Itatiaia for the last 30 years (18.8oC) and the development time of D. 
mediopunctata at that given temperature, using a discrete generation model as an 
approximation. 
 
2.2.3 Average generation length of Drosophila mediopunctata  
 
Since generation length cannot be determined precisely in real populations due to 
overlapping and reproduction at various ages (Crow and Chung, 1967), we defined the 
generation length as the period comprised between egg-to-egg stages (Djawdan et al., 1998). 
For that matter, we analyzed two of its components: the egg-to-adult, and adult-to-egg time, 
using a homokaryotypic strain (ITC229ET) routinely maintained in our laboratory. We raised 
flies of the parental strain in three different temperatures (16oC, 18oC, and 20oC) for at least 
three generations. Adult flies aged seven to ten days were crossed and transferred in sets of 
two couples to vials containing trimeveledon culture medium (de Carvalho et al., 1989). 
Oviposition took place for 24-hours, and the eggs were allowed to hatch and develop at the 
same temperatures as that of their parental lines. The number of viable adults was scored 
every day until no more adults emerged from the vials for more than 72-hours. We computed 
the egg-to-adult time as the interval between egg laying and the adult emergence peak. To 
determine the adult-to-egg time flies recently emerged (within four hours or less) were 
transferred in sets of two couples to new vials. The couples were then transferred to fresh 
vials every 24-hours, and the eggs developed at the same temperatures of the parental lines. 
The number of adults emerged per vial were counted. We computed the adult-to-egg time as 








Figure 2. 1. Average generation length of Drosophila mediopunctata (egg-to-egg generation 
time). We defined the egg-to-adult developmental time as the interval between egg-laying and 
the peak of fly emergence (A) and the adult-to-egg time as the period between fly emergence 
and the peak of egg production (B) The dotted line represents the flies reared and developed 
at 16oC, while continuous and the dashed lines denote flies reared and developed at 18oC and 
20oC, respectively.  
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2.2.4 Weather data used in the linkage disequilibrium decay analyzes  
 
We obtained the temperature data set for the period ranging from May 1999 to 
August 2016 from the Resende weather station (RJ, Brazil). To compensate the difference in 
altitude between Itatiaia and the weather station (432 and 950m, respectively), we calculated 
the average temperature for the period considering a reduction of 6°C for each 1000m of 
ascent (Anslow & Shawn, 2002). 
 
2.2.5 Selection coefficient 
 
The selection coefficient for each of the most common haplotypes was calculated 
based on a recombination-selection model. 
Let p1 be the frequency of the non-recombinant haplotype allele of interest Ap1 
(e.g. DA-PA0), p2 be the frequency of the other non-recombinant haplotype alleles in the pool 
(Ap2; e.g. DI-PB0, DO-PCO), and q be the frequency of the recombinant haplotype allele Ar 
(e.g. DA-PB0). At each generation, the haplotype allele Ar will arise by recombination in 
heterokaryotypes (Ap1Ap2) at a constant rate of 0,0017. Then, ∆"# , or the variation of q due to 
recombination, is given by: 
 
 
Where 2p1p2 is the frequency of heterokaryotypes in the sample and r is the 
recombination rate.  
We then grouped the parental groups (Ap1 and Ap2) into one parental, non-
recombinant group, Ap. We parameterized the fitness values of the genotypes, ApAp, ApAr 
and ApAr as the following: wpp = 1, wpr = 1-hs, and wrr = 1-s (Bürger, 1998). A single-
generation change in the frequency of Ap due to selection could be represented by the 
equation (2.2), where s is the selective coefficient and h is the dominance coefficient. 




This approximation is valid when " ≈ 0 (and consequently, & ≈ 1 and ( ≈ 1).  
Similarly,  
 
∆)* = ,-.-,*                 (2.1) 
∆(&)1 =
(&)"2	[&ℎ + " 1 − ℎ ]
1 − 2&"ℎ2 −	":2
	≈ "ℎ2 
                (2.2) 
∆"1 ≈ 	−"ℎ2                 (2.3) 
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At equilibrium, the change in the frequency of Ar by recombination must balance 
the change due to selection. Thus, we can estimate the amount of selection necessary to 





where h was set to ½ (no dominance) and " was estimated as the average 
frequency of recombinant haplotypes observed in the Itatiaia population between the 80’s and 
2016. 
 
2.2.6 Statistical analysis 
 
Overlapping inversions can be treated as alleles, while nonoverlapping inversions 
expectedly behave as alleles of different loci (Peixoto & Klaczko, 1991). Following this 
conceptual simplification, we tested the hypothesis of nonrandom association of distal and 
proximal arrangements by treating each chromosomal region as a locus and the inversions 
contained within it as different alleles. We calculated a chi-square statistic for the hypothesis 




, where G<=: 	is the 
linkage disequilibrium calculated directly from the observed frequencies, and 2H is the size of 
the analyzed sample. We applied a variation of the same method to assess if the linkage 
disequilibrium values observed in 2015 and 2016 deviate significantly from the expected 
linkage disequilibrium given decay under a neutral model. 
We then assessed whether the genotypes are in Hardy-Weinberg equilibrium in 
this population. For that, we performed a test of the hypothesis H0 = D = 0, as described in 
Weir (1996). The disequilibrium coefficient (D) is the difference between a given frequency 
and its expected value in the absence of association between alleles. In a population in Hardy-
Weinberg proportions, the disequilibrium coefficient is expected to be zero. For one-locus 





∆"# + ∆"I = 0 
2&D&:J = 	"ℎ2 
                (2.4) 
KLL = &L
: + GLL 
KLM = 	2CNCO − 	2GLM	, P ≠ R 
                (2.5) 
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We then applied Bailey’s rule for maximum likelihood estimates (MLE) to 
estimate a single disequilibrium coefficient, D, for each two-allele case combination  
 
 
We applied Fisher’s variance approximation to compute the variance of the MLE 









Given that for large samples MLE G	is approximately normally distributed under 




The above formula was used to generate the z-score for each genotype. Shifts in 
the frequency of inversions in D. mediopunctata seem to be highly influenced by seasonal 
variations (Ananina et al., 2004). Hence, to eliminate the possibility that our results are being 
influenced by seasonal variation, we subdivided our sample into two main categories, 
according to the seasons in which the collections were made: hot months (summer and end of 
spring) and cold months (autumn and winter). We also simplified the analysis by testing the 
three main overlapping inversions in the proximal region; PA, PB and PC. 
 
2.2.7 Exploratory analysis 
 
We applied the exploratory analysis developed by Thomson and Klitz (1987) to 
our most recent data to assess how the linkage disequilibrium patterns evolved in this 
population after 30 years. To avoid sampling effects, we analyzed the disequilibrium patterns 
only for haplotypes with frequencies above five percent and adopted standardized linkage 
GLL = 	KLL −	&L
:                 (2.6) 





: +	 1 − 2&L
:	GLL −	GLL
:  
STJ GLM = 	
1
2H
	 &L&M	 1 − &L 1 − &M + &L&M
− 1 − &L − KM













                (2.8) 
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disequilibrium values for all the comparative analysis. In total, three sets of graphs were 
generated (for haplotypes sharing the proximal inversions PA0, PB0, and PC0).  
 
2.3  Results 
	
2.3.1 Expected linkage disequilibrium decay due to recombination 
 
Given that in the absence of selection, linkage disequilibrium decays as a function 
of recombination between loci, even a minimal rate of recombination (r = 0.0017) would 
result in a slow but consistent decay of linkage disequilibrium along 339 generations of 
random mating. Our calculations suggest that 44% of the former LD would be lost due to 
recombination alone. Still, for the most common haplotypes (DA-PA0, DI-PB0, DS-PC0, and 
DV-PC0), the observed linkage disequilibrium values were analogous to those observed in the 
late 80’s and differed significantly from the expected under a neutral model, as displayed in 
Table 2.1. 
It is anticipated that, in the absence of evolutionary forces, the haplotype 
frequencies will be given by the products of their corresponding allelic frequencies (Zaykin et 
al., 1995). Contrary to that expectation, a test of significance for the hypothesis of no 









Table 2. 1 Expected linkage disequilibrium decay due to recombination.  
 
D80’s stands for the linkage disequilibrium values observed in this population between 1986 and 1988 (as 
described in Peixoto & Klaczko, 1991) 
D2015-2016 stands for the linkage disequilibrium values observed in this population between 2015 and 2016  
D339 stands for the expected linkage disequilibrium decay after 339 generations of recombination (r = 0.0017) 
The last column shows a chi-square statistic for the hypothesis of free recombination between loci (H0 = D339) 
* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001, ns p > 0.05 

















DA-PA0	 1015	 0.4765	 0.2307	 155	 0.5345	 0.2433	 	 0.1295	 82.6907	***	
DA-PB0	 45	 0.0211	 -0.0959	 2	 0.0069	 -0.1434	 	 -0.0539	 47.8274	***	
DA-PC0	 2	 0.0009	 -0.1209	 1	 0.0034	 -0.0980	 	 -0.0679	 7.2549	*	
DI-PB0	 421	 0.1977	 0.1467	 76	 0.2621	 0.1831	 	 0.0824	 59.4105	***	
DI-PC0	 5	 0.0023	 -0.0507	 7	 0.0241	 -0.0292	 	 -0.0285	 0.0077	ns	
DS-PB0	 7	 0.0033	 -0.0268	 2	 0.0069	 -0.0159	 	 -0.0150	 0,0277	ns	
DS-PC0	 268	 0.1258	 0.0945	 21	 0.0724	 0.0570	 	 0.0531	 0.1334	ns	
DS-PC1	 3	 0.0014	 -0.0025	 1	 0.0034	 0.0032	 	 -0.0014	 -	
DP-PC0	 153	 0.0718	 0.0543	 9	 0.0310	 0.0253	 	 0.0305	 0.3546	ns	
DV-PC0	 74	 0.0371	 0.0223	 15	 0.0517	 0.0421	 	 0.0125	 17.7757	***	
DR-PC0	 2	 0.0009	 0.0007	 1	 0.0034	 0.0028	 	 0.0004	 2,2385	ns	
others	 135	 0.0634	 	 	 	 	 	 	 	
Total	 2130	 	 	 290	 	 	 	 	 	
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2.3.2 Maintenance of linkage disequilibrium by selection 
 
For the three major haplotype classes in this population, a relatively small 
selective coefficient would suffice to maintain the nonrandom association between distal and 
proximal inversions (s = 0.048 for DA-PA0; s = 0.022 for DI-PB0; and s= 0.026 for 
haplotypes sharing inversion PC0), given that recombination rates are low and genetic drift 
may be assumed to be weak. The estimated selection coefficients rely on the assumption that 
selection has a nearly constant intensity and direction. 
 
2.3.3 Genotype frequency deviations 
 
We also investigated whether haplotypes of homologous chromosomes associate 
nonrandomly in genotype formation. A previous study by Klaczko et al (1990) described a 
consistent, although generally non-significant, excess of heterozygous on male adult samples 
from this very same population. Therefore, the null hypothesis that the population has HWE 
proportions (YZ:	G = 0) was tested against the alternative hypothesis of an excess of 
heterozygous individuals (YZ:	G < 0) using a one-tailed z score (z = 1.645 when p < 0.05). 
We found no significant deviations from HWE in the samples collected during the 
hot season. On the other hand, we found departures from HWE in the cold month’s samples. 
The genotype containing the haplotypes PA0 and PB0, which are the most frequent in the 
population, showed significant statistic deviations from the hypothesis of random association, 
with an increased number of heterozygous individuals carrying the genotype PA0/PB0 (z = 
1.648; p < 0.05) and deficiency of both homozygotes PA/PA (z = -2.132; p < 0.02) and 
PB/PB (z = -1.936; p < 0.02; Results displayed in Table 2.2). When we performed the same 
test including all the haplotypes containing distal and proximal combinations, only two 
associations remain significant: There is an overall deficiency of homozygotes for DA-PA0 (z 
= -2.182; p < 0.01), and an excess of the heterozygous DA- PA0/DI-PB0 (z = -2.179; p < 







Table 2. 2 Genotype frequencies and disequilibrium coefficients (DA) for genotypes sharing 
the three main proximal inversions, PA, PB and, PC. The z-score for the null hypothesis of 
Hardy-Weinberg equilibrium is displayed for each of the genotypes.  
 
Hot	months 
genotype	 n	 frequency	 D	 z	 		
PA/PA	 18	 0.2500	 -0.0285	 -0.9791	 ns	
PB/PB	 2	 0.0278	 -0.0280	 -1.5334	 ns	
PC/PC	 3	 0.0417	 -0.0141	 -0.7089	 ns	
PA/PB	 21	 0.2917	 -0.0212	 -0.9177	 ns	
PA/PC	 19	 0.2639	 -0.0073	 -0.3480	 ns	
PB/PC	 9	 0.1250	 -0.0068	 -0.3922	 ns	
Total	 72	 	 	 	 	
	 	 	 	 	 	
	 	
		 		 		 		
Cold	months 
genotype	 n	 frequency	 D	 z	 		
PA/PA	 17	 0.2329	 -0.0599	 -2.1315	 *	
PB/PB	 4	 0.0548	 -0.0445	 -1.9364	 *	
PC/PC	 1	 0.0137	 -0.0070	 -0.5552	 ns	
PA/PB	 32	 0.4384	 -0.0487	 -1.6478	 *	
PA/PC	 13	 0.1781	 -0.0112	 -0.6341	 ns	
PB/PC	 6	 0.0822	 0.0042	 0.3496	 ns	




n stands for the total number of individuals 
D stands for disequilibrium coefficient of each genotype. 
The last column shows a z-score statistic for the hypothesis of no deviations from HWE assumptions, 
H0 = D = 0, as described in Weir (1996). 








Table 2. 3 Genotype frequencies and disequilibrium coefficients (D) for the Itatiaia 
population in 2015 and 2016. The z-score for the null hypothesis of Hardy-Weinberg 
equilibrium is displayed for each of the genotypes.  
 
Genotype	 n	 frequency	 	D	 z	 		
DA-PA0/DA-PA0	 35	 0.2414	 -0.0443	 -2.1822	 *	
DI-PB0/DI-PB0	 6	 0.0414	 -0.0273	 -1.8833	 ns	
DS-PC0/DS-PC0	 1	 0.0069	 0.0017	 0.2632	 ns	
DV-PC0/DV-PC0	 1	 0.0069	 0.0042	 0.6685	 ns	
DA-PA0/DA-PB0	 2	 0.0138	 -0.0032	 -1.4130	 ns	
DA-PA0/DA-PC0	 1	 0.0069	 -0.0016	 -0.9996	 ns	
DA-PA0/DI-PB0	 50	 0.3448	 -0.0323	 -2.1797	 *	
DA-PA0/DI-PC0	 4	 0.0276	 -0.0009	 -0.1994	 ns	
DA-PA0/DS-PB0	 1	 0.0069	 0.0002	 0.0978	 ns	
DA-PA0/DS-PC0	 12	 0.0828	 -0.0027	 -0.3350	 ns	
DA-PA0/DS-PC1	 1	 0.0069	 -0.0016	 0.8231	 ns	
DA-PA0/DV-PC0	 7	 0.0483	 0.0035	 0.5037	 ns	
DA-PA0/DP-PC0	 7	 0.0483	 -0.0076	 -1.5212	 ns	
DI-PB0/DI-PC0	 1	 0.0069	 0.0029	 0.8674	 ns	
DI-PB0/DR-PC0	 1	 0.0069	 -0.0025	 -1.0034	 ns	
DI-PB0/DS-PC0	 6	 0.0414	 -0.0017	 -0.2457	 ns	
DI-PB0/DV	-PC0	 5	 0.0345	 -0.0037	 -0.5842	 ns	
DI-PB0/DP-PC0	 1	 0.0069	 0.0047	 1.3297	 ns	
DI-PC0/DS-PC0	 1	 0.0069	 -0.0017	 -0.5313	 ns	
DI-PC0/DV-PC0	 1	 0.0069	 -0.0022	 -0.6799	 ns	
DS-PB0/DP-PC0	 1	 0.0069	 -0.0032	 -0.9754	 ns	
Total	 145	 		 		 		 		
 
n stands for the total number of individuals 
D stands for disequilibrium coefficient of each genotype. 
The last column shows a z-score statistic for the hypothesis of no deviations from HWE assumptions, 
H0 = D = 0, as described in Weir (1996). 







2.3.4 Linkage disequilibrium pattern analysis 
 
After applying the disequilibrium pattern analysis (Thomson & Klitz, 1987) to our 
data, we found selection patterns comparable to those previously described by Peixoto and 
Klaczko (1991). For proximal inversion PA0, haplotype DA-PA0 is isolated in the positive 
disequilibrium space, while related haplotypes (DI-PA0, DS-PA0, DP-PA0, DV-PA0, and 
DR-PA0) are distributed within the negative disequilibrium space. For proximal inversion 
PB0 and PC0, selection has favored the haplotypes DI-PB0, DS-PC0, and DV-PC0. All of 
those presumably selected haplotypes have high standardized coefficients of linkage 
disequilibrium (see Table 2.4 and Figure 2.3), and the five most common (DA-PA0, DS-PC0, 
DP-PC0, DV-PC0, and DI-PB0) represented alone 93.06% of the segregating haplotypes in a 
























Table 2. 4 Haplotype frequencies and linkage disequilibrium observed in the Itatiaia 
population in 2015 and 2016. 
Haplotype	 n	 frequency	 D	 D'	 X2	 		
DA-PA0	 155	 0.5345	 0.2433	 1.0000	 278.1716	 ***	
DA-PB0	 2	 0.0069	 -0.1434	 -0.9541	 120.3794	 ***	
DA-PC0	 1	 0.0034	 -0.0980	 -0.9660	 74.1185	 ***	
DI-PB0	 76	 0.2621	 0.1831	 0.9300	 238.2768	 ***	
DI-PC0	 7	 0.0241	 -0.0292	 -0.5471	 7.9631	 **	
DS-PB0	 2	 0.0069	 -0.0159	 -0.6979	 282.2389	 ***	
DS-PC0	 21	 0.0724	 0.0570	 0.8464	 81.9210	 ***	
DS-PC1	 1	 0.0034	 0.0032	 1.0000	 11.1217	 ***	
DP-PC0	 9	 0.0310	 0.0253	 0.8138	 40.5931	 ***	
DV-PC0	 15	 0.0517	 0.0421	 1.0000	 69.1313	 ***	
DR-PC0	 1	 0.0034	 0.0028	 1.0000	 4.3855	 *	
Total	 290	 		 		 		 		 		
 
 
n stands for the total number of chromosomes 
D stands for the linkage disequilibrium whereas D’ stands for the standardized disequilibrium values of each 
haplotype. 
The last column shows a chi-square statistic for the hypothesis of no disequilibrium, H0 = DAB = 0, as described 
in Weir (1996). 












2.4  Discussion 
 
The disequilibrium pattern analysis is an exploratory tool that assesses the linkage 
disequilibrium distribution of a collection of haplotypes in a two-locus polymorphic system 
(Thomson & Klitz, 1987). This method is a deterministic model based on a very distinct and 
quantifiable effect that past selection acting on the genome generates on the disequilibrium 
space. Theoretical results support that the pattern predicted by the selection model is not 
mimicked by other events such as mutation, migration, continuous admixture and genetic 
drift, except in very particular cases. Furthermore, patterns generated by a past selection event 
should be maintained for several generations until linkage disequilibrium decays as a function 
of recombination and genetic drift. In the case of selection in a two-locus haplotype system, if 
one plots a graph with the linkage disequilibrium values of all haplotypes containing a 
particular allele, two main patterns are expected. First, one or a few selected haplotypes will 
have positive linkage disequilibrium values and, accordingly, will be isolated in the positive 
disequilibrium space.  Second, related haplotypes (those that share one allele with the favored 
haplotype) will have negative linkage disequilibrium values relative to the frequency of the 
unshared allele.  
As outlined above, genetic drift and mutation may produce, on occasion, similar 
patterns in the disequilibrium space as those produced by selective forces. For instance, let’s 
assume that a mutational event creates a new haplotype. At first, this haplotype will have the 
maximum normalized linkage value (D’) of 1.0, whereas the related haplotypes (absent at this 
point) will have negative D’ of -1.0 and LD equivalent to the frequency of the unshared allele 
(Thomson & Klitz, 1987). Theory predicts that once genetic drift moves the initial LD away 
from their maximum values, the neutrality case can no longer mimic the patterns predicted by 
the selection model. However, for a brief moment in time, it may do. This concern was 
brought up by Peixoto and Klaczko (1991), once they observed a high percentage of 
haplotypes with values of D’ equal or close to -1.0 in their sample. Our new data settle this 
uncertainty. As Figure 2.2 illustrates, when applying the Thomson & Klitz's method to our 
sample, we observed the maintenance of high linkage disequilibrium between distal and 
proximal inversions, with the same typical patterns of selection retained for the most common 
haplotypes. Furthermore, we found significant deviations from the neutrality hypothesis. It is 
highly unlikely that such strong patterns of linkage disequilibrium are the fortuitous products 






































































































































































































































































































































































































































































































































In order to attribute a case of linkage disequilibrium to selection at a particular 
locus, we must also eliminate the possibility of genetic hitch-hiking. As stated by Hedrick 
(1982), linkage disequilibrium among neutral loci can occur when neutral genes are closely 
linked to a selected one. However, as we are not investigating the selective patterns in a 
specific gene, but rather on the chromosomal regions itself, the hitch-hiking effect may not be 
considered particularly important at this stage of the study.  
The consistent shortage of recombinant haplotypes in this population, supported 
by both 1986-1988 and 2015-2016 data, leads us towards two working hypotheses. First, 
there could be a real reduction in the recombination rate between double heterozygous for 
inversions, presumably through a meiotic restriction. In that scenario, crossing-over inhibition 
would prevent the rise of maladaptive recombinant arrangements, and a relatively small 
selective coefficient would suffice to keep the low frequencies of their carriers. Alternatively, 
a brutal selection could be eliminating those recombinant genotypes in an early 
developmental stage, thus preventing most recombinant individuals from reaching adulthood. 
If that hypothesis holds true, distal and proximal inversions may recombine freely in 
heterokaryotypes, and differential mortality in early developmental stages might lead to the 
observed Hardy-Weinberg deviations. It is unlikely that any of these conjectures can fully 
explain the complex patterns of polymorphism observed in this population. Still, for the sake 
of simplicity, we will use these two simplified extreme scenarios to provide a few tentative 
generalizations about this system. 
Gametes resulting from recombination within non-inverted regions probably 
segregate to the egg nucleus as crossing-over is not expected to generate cytologically 
abnormal chromosomes. Nevertheless, it does not mean that these recombination products 
will give rise to viable eggs. It is at least conceivable that recombination is occurring, but 
those chromosomes are giving rise to inviable zygotes. The expected semi-sterility, or 
proportion of inviable gametes produced by a heterokaryotype, is a function of the genetic 
length of the inversion, the degree of crossing-over suppression in the region, as well as of 
their distance to sensitive sites (Navarro & Ruiz, 1997). Recombination within a non-inverted 
site common to two sets of inversions will probably yield distinct outcomes, as not all 
haplotypes combinations are equally rare. Thus, pericentric inversions consequences on 
fertility cannot be assumed without empirical studies that efficiently access the fitness effects 
of particular inversion combinations (Coyne et al., 1991). 
Our previous results on the components of fitness of females heterozygous for 
two naturally occurring sets of distal and proximal inversions (DA/DI and PA0/PB0, 
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respectively) show no evidence for loss of fertility in heterozygous females. Likewise, we did 
not find any sign of reduced larva-to-adult survival or embryonic viability in their progeny. In 
fact, we observed the exact opposite trend, as heterozygous females had increased fertility and 
generated an offspring with higher larva-pupae survival rates when compared to their 
homozygous counterparts. We will publish further details of this work elsewhere. Although 
we cannot draw any definitive conclusions regarding the viability of heterokaryotypes from 
the preliminary results on these laboratory strains, the excess of heterozygous individuals 
reported both by us and by Klaczko et al. (1990) puts forward a compelling evidence in favor 
of heterosis.   
In the absence of increased mortality among the offspring of heterozygous 
females, two conclusions emerge. First, the shortage of recombinant individuals is justified 
neither by embryonic mortality nor by great negative selection in pre-adult stages of life. 
Thus, recombination reduction within, as well as outside inversions in double 
heterokaryotypes, is probably determinant for the small number of recombinant individuals 
observed in this population. Second, the deficiency of homokaryotypic individuals described 
in this work, and previously reported by Klaczko et al. (1990), may be related to the higher 
viability of the heterokaryotypes. Therefore, the frequency of each genotype would be 
determined by their relative adaptive values and presumably maintained by natural selection 
(Dobzhansky, 1950). The significant excess of heterozygotes for proximal inversions was 
previously described as a suggestive evidence for heterosis in D. mediopunctata (Klaczko et 
al., 1990). Provided that the population be panmictic, our latest data may corroborate the 
hypothesis that heterozygotes have higher adaptive values than the corresponding 
homozygotes in the population and, therefore, the chromosomal variation is subject to natural 
selection (Dobzhansky & Levene, 1948).  
The difference in the adaptive values of homozygotes and heterozygotes for the 
same inversions indicates that structural divergences alone cannot explain the heterosis 
observed in natural populations. Two main hypotheses could account for the emergence and 
maintenance of inversions in natural populations. The first is the coadaptation model 
proposed by Dobzhansky (1970). Under coadaptation, inversions hold alleles that are well 
adapted to work together, not only within, but also between chromosomal inversions. 
Epistatic interactions amongst “polygenic complexes” within inversions increase the fitness of 
their carriers. The preferential association between different inversions is maintained by 
natural selection and leads to the higher fitness of heterokaryotypes, or heterosis, as long as 
the inverted chromosomes are from the same population (Dobzhansky, 1950, 1970). The 
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second is the local adaptation model proposed by Kirkpatrick and Barton (2006). This 
alternative explanation somewhat resembles the coadaptation model as it predicts that 
inversions possess selective value because of their ability to hold locally adapted alleles 
together. However, even though adaptation to local conditions is a prerequisite, there is no 
need for epistatic interactions or coadaptation between the alleles captured by an inversion. 
Despite the extensive record of polymorphic paracentric inversions in Drosophila 
(Powell, 1997), there is no consensus on the mechanism that best explains the maintenance of 
linkage disequilibrium in natural populations. Dobzhansky (1950) observed in his studies on 
the inversion polymorphism of D. pseudoobscura that inversion heterozygotes that carry two 
chromosomes from the same population have higher adaptive value than homozygotes for the 
same inversions. As expected by the coadaptation model, he did not find the same heterosis in 
heterozygotes whose chromosomes came from distinct, isolated geographic locations. In 
concordance with Dobzhansky’s work, Schaeffer et al. (2003) observed nucleotide 
differentiation between genetic loci from different gene arrangements in D. pseudoobscura. 
However, for the eight loci analyzed in their study, they failed to find significant genetic 
differences between populations. Regardless the unexpected evidence for gene flow among 
populations, the authors assert that their data support a coadaptation model with epistatic 
interactions between gene arrangements. Similar data and conclusion were recovered from a 
D. melanogaster population on the East coast of Australia (Kennington et al., 2013; 
Kennington et al., 2006). In a study using microsatellite markers in D. subobscura, 
Pegueroles et al. (2010) noticed that heterokaryotypes descendants had a higher frequency 
than inbred and outbred homokaryotypes. Nevertheless, the higher fitness of heterozygous 
individuals was not dependent on the geographical origin of the chromosome. A later study 
on DNA variation in two populations of D. subobscura (Pegueroles et al., 2013) yielded 
similar results, as gene arrangements from distinct localities showed no DNA sequence 
variation. The authors conclude that the adaptive value of inversions is maintained despite the 
high gene flow between populations and find that their data endorse the predictions made by 
the Local Adaptation hypothesis. 
How does our data fit these theoretical models? The chromosomal arrangements 
described in this work might have selective values associated with the combination of alleles 
they hold together and, also, to the interaction between inversions with different allelic 
content. The almost complete inhibition of recombination in heterokaryotypes prevents the 
dissociation of coadapted genic complexes within, as well as between inversions. Thus, 
epistatic selection secures the integrity of distinct sets of haplotypes and maintains stable 
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levels of linkage disequilibrium. A study on D. subobscura provides an excellent example of 
how selection may act to retain adaptive mutations linked to chromosomal inversions. 
Pegueroles et al. (2016), have shown that selection in two naturally occurring arrangements 
(O3+4+1 and O3+4+7) seems to influence the variability patterns of the Atpa gene, which is 
presumably involved in toxin resistance in other species. Remarkably, the Atpa coding 
sequence locates outside both inversions, which implies that loci located outside inversions 
may be interacting epistatically to preserve adaptive genic blocks. It is reasonable to admit 
that, at least theoretically, the same principle may hold for adaptive variants within two 
linked, nonoverlapping inversions. In that scenario, recombinant individuals would be 
withdrawn from the population (by natural selection) to preserve adaptive interactions 
between distant loci.  
In the light of recent sign for selection on this polymorphic system, we estimated 
the selective coefficient that is required to maintain the given linkage disequilibrium values in 
a panmictic population. For that, we made three main assumptions. First, we assumed a single 
recombination rate, which is a simplification based on empirical observations of a few, but 
highly frequent, haplotypes. Empirical data on the chromosomal polymorphism of D. 
mediopunctata corroborates meager recombination rates in double heterokaryotypes (Peixoto 
& Klaczko, 1991; Cavasini et al., 2011; Hatadani & Klaczko, unpublished data). Moreover, 
the magnitude of the deviation in haplotypes frequency measured on our results implies that a 
slightly imprecise estimation of the recombination rate would hardly affect the conclusions of 
this work. Our second assumption is that genetic drift may have a negligible participation in 
this system. The consistent patterns of seasonal and altitudinal variation in the inversion 
frequencies observed in this population suggest that this chromosomal polymorphism is 
subject to strong selection (Ananina et al., 2004; Klaczko, 2006). Accordingly, the effect of 
genetic drift on this system seems to be too small to be worth including in our estimations. 
Finally, we did not consider the consequences of gene conversion in our system. Gene 
conversions appear to be a major source of gene flux in the event of strong inhibition of 
crossing-over, especially in regions close to breakpoints (Navarro et al., 1997). However, the 
simplified model adopted in this study was not designed to handle such complex patterns. 
Natural selection should overcome one biggest obstacle to maintain stable levels 
of linkage disequilibrium in this population throughout more than 300 generations of random 
mating: the arising of presumably poorly adapted haplotype combinations. This challenge is 
two-folded: primarily, we have a small but consistent emergence of recombinant individuals 
at each generation; secondly, those recombinant individuals are potentially generated by a 
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significant percentage of the population, as we have high frequencies of heterokaryotypes in 
the wild. Nevertheless, after the establishment of linkage disequilibrium, a relatively small 
selective coefficient would suffice to maintain the nonrandom association, given that 
recombination is low and genetic drift may be assumed to be low/weak.  
 
2.5  Conclusions 
 
Our results suggest that the nonrandom association among distal and proximal 
inversions, and perhaps between haplotypes in homologous chromosomes, are maintained by 
selection in this natural population of D. mediopunctata. In the face of presumptively low 
recombination rates and genetic drift, we estimate that a relatively small selective coefficient 
would be necessary to maintain stable levels of linkage disequilibrium among common sets of 
nonoverlapping inversions. Moreover, the data seem to corroborate Dobzhansky’s 
coadaptation model. The lack of recombination in non-inverted sequences among 
arrangements may reflect epistatic interactions among loci within sets of chromosomal 
inversions. Furthermore, the significant excess of heterokaryotypes found in our sample hints 
at a seeming advantage of structural heterozygotes in this population. For this reason, 
molecular studies directed towards the genetic content of chromosomal arrangements may 








































3.1  Introduction 
 
Ever since their first description (Stutervant, 1917), our perception of 
chromosomal inversions has gone from sheer neutral structural variants to key factors of 
adaptive evolution. To date, the main body of evidence gathered in Drosophila studies 
corroborates an association between inversion polymorphism and fitness-related traits 
(Reviews by Krimbas & Powell, 1992; Hoffmann et al., 2004). Empirical works on the fitness 
components of polymorphic populations suggest that chromosomal rearrangements may be 
involved in the variation of pre-adult viability (Ruiz et al., 1986; Hasson et al., 1991; Iriarte & 
Hasson, 2000), longevity (Rodriguez et al., 1999), developmental time (Iriarte & Hasson, 
2000), and female fecundity (Brockett et al., 1996; Lee et al., 2016). Furthermore, previous 
works report a correlation between body size, wing size/shape and chromosomal 
arrangements (Bitner-Mathe et al., 1995; Orengo & Prevosti, 2002; Weeks et al., 2002). Still, 
the genetic mechanisms that influence such fitness effects are mostly unknown. 
Theoretical and empirical studies suggest that the selective value of an inversion 
may result from its ability to protect particular combinations of alleles against recombination 
(Dobzhansky, 1950, 1970). Recombination inhibition in heterokaryotypes (i.e. inversion 
heterozygotes) is an efficient way to subdivide the population into structural classes, each of 
which could represent one (or a combination of) chromosomal arrangement(s). Although gene 
flux is not uniformly prevented along the inverted segment (Navarro et al., 2000; Andolfatto 
et al., 2001), epistatic selection could maintain the linkage disequilibrium between sets of 
nonadjacent, coadapted loci within inversions (Dobzhansky, 1970).  In fact, epistatic 
interactions among functionally related loci might have a significant role in the shaping of the 
functional genome architecture (Zapata et al., 2002). Interestingly, not only loci tightly linked 
within the boundaries of inverted segments seem to be interacting epistatically. Genetic 
variability studies on D. subobscura have shown evidence for epistasis among two common 
inversions, O3+4+7 and O3+4+1, and a resistance-conferring gene situated outside both inverted 
segments (Pegueroles et al., 2016). The acquisition of adaptive mutations that influence the 
fitness of the associated chromosomal inversions, and therefore the fitness of their carriers, is 
still an unexploited field. Nevertheless, even though the mechanistic effects underlying the 
adaptive value of inversions are not completely clarified, most of these studies agree that 
events that lead to breakage of an inversion content should be rare. 
Drosophila mediopunctata provides an opportunity to assess the effect of 
inversions in fitness-related traits due to its well-documented, and presumably adaptive, 
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chromosomal polymorphism. The inversions system in D. mediopunctata consists of 
paracentric inversions distributed unevenly among its five chromosomes. The second 
chromosome is the most polymorphic, harboring a total of seventeen known rearrangements. 
Inversions on the second chromosome are present in two chromosomal regions, namely, distal 
and proximal. With a few exceptions, an intercalary non-inverted segment – which should 
recombine freely in heterokaryotypes – separates distal and proximal arrangements. Patterns 
of seasonal and altitudinal variation in the frequency of chromosomal inversions evince the 
role of selection in the maintenance of this polymorphic system (Ananina et al., 2004; 
Klaczko, 2006). Previous work on the paracentric inversions of the second chromosome 
unveiled high levels of linkage disequilibrium between sets of distant, non-overlapping 
chromosomal arrangements (Peixoto & Klaczko, 1991). A recent reassessment of this very 
same population revealed the maintenance of such non-random associations, even after 
decades of evolution (Uno & Klaczko, 2017).  
The significant and persistent shortage of recombinant haplotypes observed in 
natural populations is endorsed by laboratory studies, such as those carried by Cavasini et al. 
(2011) and de Morais et al. (1989). The concatenated results of both works indicate that 
crossings between double heterokaryotypes (heterozygous for both distal and proximal 
inversions) yield an almost negligible percentage of recombinant individuals, as they found 
very few recombinant chromosomes when analyzing both third instar larvae (de Morais et al., 
1989), and recently emerged adult samples (Cavasini et al., 2011). The same restrictions do 
not apply to double homokaryotypes, which show high rates of crossing-over (Cavasini et al., 
2011).  
Numerous factors may underlie the lack of recombinant individuals observed in 
D. mediopunctata. First, distal and proximal inversions might significantly reduce the rate of 
recombination between heterochromosomes. For instance, mechanisms such as aberrant 
synapsis formation in heterokaryotypes would prevent recombination and accordingly 
decrease the formation of maladaptive genotypes to a minimum (Pegueroles et al., 2010). 
Under the “recombination reduction” hypothesis, no substantial selection would be necessary 
to keep low frequencies of recombinant individuals. Alternatively, non-inverted sequences 
between non-overlapping inversions might have normal or quasi-normal recombination rates. 
In this scenario, crossing-over would yield a broad range of gene combinations, many of 
which could give rise to maladaptive or even lethal genotypes. Thus, natural selection would 
eliminate those unfit individuals, probably before they could reach adulthood. If this 
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hypothesis holds true, we would expect a strong selective coefficient in early developmental 
stages, with prominent mortality among the progeny of heterokaryotypes.  
In this study, we test these two alternative hypotheses by analyzing the 
components of fertility and offspring viability of homozygous and heterozygous individuals 
for two common haplotypes (combination of distal and proximal inversions) in D. 
mediopunctata. We subdivided the fitness composite traits analyzed in this work into two 
categories: i) juvenile fitness, that encompasses embryonic viability, egg-to-pupa survival and 
pupa-to-adult survival and ii) adult fitness, represented here by female fecundity.  
 
3.2  Methods 
 
3.2.1 Fly stocks and crossings 
 
The two standard laboratory strains of D. mediopunctata used in this study are 
homozygous for different combinations of non-overlapping distal and proximal inversions; 
the first (ITC229ET, designated HoDIDI) is homozygous for the haplotype DI-PB0, whereas the 
second (ITA24P, designated HoDADA) is homozygous for the haplotype DA-PA0. To generate 
the F1 strain (named F1DADI), we made a cross between ITC229ET females and ITA24P males. 
Heterokaryotypic F1 females (F1DADI) were then backcrossed to ITC2229ET males to produce 
the offspring BCDADI X DIDI and crossed to F1 males to produce the offspring F2DADI X DADI. Finally, 
ITC229ET females were backcrossed to F1 males to produce the offspring BCDIDI X DADI. Table 
3.1 (and Figure 3.1) depicts details of the crossings performed. The strains identified as 
“recombinant” represent the crossings that could potentially yield recombinant individuals 
among their spawn. Accordingly, the “non-recombinant” strains refer to the crossings in 
which we expect no recombinant individual to be produced. All flies employed in this study 


















HoDIDI and HoDADA stand for the homokaryotypic lines ITC229ET and ITA24P, respectively. F1DADI 
stands for the heterokaryotypic F1 generated by the cross between the two homokaryotypic lines, 
whereas BCDADI X DIDI and BCDIDI X DADI stand for the offspring produced by the reciprocal backcross 
between the heterokaryotypic F1 and the parental strain ITC229ET. The strain F2 DADI X DADI represents 
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Figure 3. 1 Fly stocks and crossings performed to generate the heterokaryotypic F1 (F1DADI), 
and the experimental offspring BCDIDI X DADI, BCDADI X DIDI, and F2 DADI X DADI. Sex 
chromosomes and autosomes are shown. Chromosomes from the homokaryotypic strain 
ITC229ET (HoDIDI) are displayed in white, while chromosomes from the homokaryotypic 
strain ITA24P (HoDADA) are shown in gray. Bar with white and grey parts represent the 
recombinant chromosomes.  
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3.2.2 Pre-adult viability 
 
For the egg-to-pupa and egg-to-adult viability tests, we mass-crossed mature 
males and virgin females (aged 4 to 6 days) in vials containing trimeveledon culture medium 
(de Carvalho et al., 1989). After 24-hours, the flies were set up in empty half pint bottles 
containing slides with agar and yeast paste, which we replaced daily. We transferred batches 
of 10 eggs to 70 ml vials containing 5ml of culture medium until we completed 160 vials per 
crossing.  The eggs were left to hatch and develop at 18oC. We inferred relative viability as 
the proportion of developed pupa, and adult individuals emerged per crossing (Iriarte & 
Hasson, 2000). Preliminary results on the effects of population density on the viability of the 
standard homokaryotypic lines (HoDIDI and HoDADA) showed no significant change of viability 
at densities varying from 2 to 40 eggs per 5ml of medium (Figure 3.2). Thus, we expect no 
substantial effect of competition in our egg-to-adult viability tests. 
For the egg-to-larva viability test, egg collections were preceded by 3 to 4-hour 
egg-laying intervals. We transferred sets of 1000 eggs to Petri dishes filled with 1% agar 
medium and stored at 18oC. First instar larvae were scored every 24 hours for up to 72 hours. 
During our analysis, we did not make any distinctions between inviable and unfertilized eggs; 
all non-hatching eggs were classified as inviable.    
We performed all the viability experiments simultaneously, except for the 
evaluation of the offsprings HoDADA and F2DADI X DADI, whose tests we conducted two generations 
apart from the other groups. Table 3.2 shows two values of egg-to-larva percentage for the 
parental strain HoDADA, which correspond to egg-samples taken two generations apart. A Chi-
square test of homogeneity between these two replicates is non-significant (X2 = 0.002; d.f: 1; 
p > 0.90), implying that there are no variations in egg-viability between measures. 
Furthermore, we controlled environmental conditions such as temperature, food content, and 
availability and light regimen as could be determined, so the experimental results should be 








Figure 3. 2 The pre-adult viability of the homokaryotypic strain HoDIDI at various densities 
represented here by the number of eggs per 5ml medium (A). Error bars indicate standard 
deviation among replicates. Despite the seeming reduction in average viability at the density 
of 40 eggs per vial, a test of homogeneity between densities showed no significant effect on 
viability over the range of densities tested (X2 = 3.79; d.f.: 10; p > 0.05; for test details, see: 
Lewontin, 1955). We found similar results for the homokaryotypic strain HoDADA (B) (X2= 

































3.2.3 Fecundity tests 
 
For the fecundity tests, we assigned 40 females from each cross to individual vials 
with 5 ml of a standard medium. They were allowed to oviposit for 24 hours and then 
transferred to a fresh vial. We repeated that procedure for a total of 5 days. As recommended 
by McMillan et al. (1970) we aged all the flies for eight days before the test to encompass two 
days prior and two days after the peak egg production of D mediopunctata at 18oC. The vials 
were then incubated at 18oC to conclude development. We scored the emerging adults daily 
until no more adults emerged from the vials for at least 72 hours. 
An early work by Robertson and Sang (1944) shows that in D. melanogaster 
cultures supplied with excess food and daily fresh oviposition medium, egg viability does not 
correlate with the total number of eggs laid by a female. Thus, in this study fecundity will be 
measured by its secondary meaning: the number of adults produced per female, per day (Pearl 
& Parker, 1922).  
 
3.2.4 Statistical analyses 
 
To assess the effects of the crossings and developmental stage on overall pre-adult 
viability, we first tested the viability variation among the offsprings using analyses of 
variance (ANOVAs). We set the crossings (HoDIDI, HoDADA, BCDIDI X DADI, BCDADI X DIDI, and 
F2DADI X DADI) and developmental phases (egg-to-larva, egg-pupa, and pupa-adult) as qualitative 
explanatory variables; and viability (arcsine square-root transformed) of each replicate as the 
dependent variable. As we found significant effects of both explanatory variables on pre-adult 
viability, we partitioned the experimental data to better analyze the karyotype's relative 
viability within developmental stages. 
For the egg-to-pupa viability tests, an analysis of covariance (ANCOVA) was 
conducted to assess the effect of three main factors on overall pre-adult viability. First, the 
female karyotype, here represented by homo (ITC24P and ITC229ET) and heterokaryotypic 
(F1) individuals. Second, the average genetic contribution of the standard homokaryotypic 
strains to the progeny. Third, the possibility of recombinant classes in the offspring. We set 
the female karyotype (FK) and the possibility of recombinant classes in the offspring (PRCO) 
as qualitative explanatory variables. The average genotype of the offspring (AGO) was set as 
a quantitative explanatory variable and accordingly transformed to a numerical scale of 1 to 0, 
where 1 is the total genetic contribution of the homokaryotypic ITC229ET strain to the 
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offspring and 0 accounts for no genetic contribution. We adopted a similar procedure for the 
pupa-to-adult viability and fecundity tests analysis, however, for the latter case, we set the 
average number of adults produced by each female as the dependent variable. Post-hoc testing 
was carried out by Tukey's test. 
 
3.3  Results and Discussion 
 
Given the experimental design adopted in this study, we expect that three main 
factors might influence fecundity and overall pre-adult viability. First, the female karyotype, 
as we found no significant effect of the male parent on the components of fitness analyzed in 
this work. Second, the genotype of the offspring, which corresponds to the average genetic 
contribution of each standard homokaryotypic strains to the crossings. As the strains adopted 
in this work do not possess a uniform genetic background, we cannot disregard the influence 
of other chromosomes in the viability results. Third, the possibility of recombination classes 
in the spawn, which relies on the karyotype of the female, due to the complete lack of 
recombination in males (Cavasini et al., 2010). For simplicity sake, from this point on, we 




The first question to be queried is if the eggs produced by heterokaryotypic 
females differ in viability from those yielded by homokaryotypic females. Table 3.2 indicates 
the number of hatched eggs counted for each strain within the intervals of 24, 48 and 72 hours 
after oviposition. A heterogeneity test showed no significant difference in egg hatchability 
among the offspring BCDIDI X DADI, BCDADI X DIDI and F2DADI X DADI and the parental offspring HoDIDI 
(X2 = 1.97; d.f.: 3; p > 0.5); all groups had an egg-to-larva percentage of approximately 90%. 
On the other hand, the proportion of eggs hatched within each 24-hour interval seemed to 
vary among these four crossings (X2 = 865.4; d.f.: 3; p < 0.001). The offspring BCDADI X DIDI 
presented an egg-hatch of 43.7% in the first 24 hours, a value significantly lower than the 
63.8% observed for the parental group, the homokaryotic offspring HoDIDI (X2 = 73.62; d.f.: 1; 
p < 0.001). The offspring BCDADI X DIDI showed an intermediary egg-hatch percentage (53.2%), 
while the offspring F2DADI X DADI showed an almost negligible egg-hatch rate for the same period 
(0.8%). For the parental line HoDADA X DADA, there seem to be significant differences both in 
viability and egg-hatching time in contrast with the other strains. It is quite clear from a 
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comparison between both parental lines that HoDADA X DADA has a significantly lower egg-to-
larva viability (74.9%; X2 = 72.37; d.f.: 1; p < 0.01) and longer embryonic developmental time 
(2.9% of the viable eggs hatch in the first 24 hours following egg-laying and 94.1% between 
24 and 48 hours). Table 3.3 displays the chi-square values for all groups.  
The analysis of covariance (ANCOVA) revealed that neither the female karyotype 
(F (1,196) = 3.27; p = 0.072), nor the average genotype of the offspring (F (1,196) = 0.930; 
p = 0.336) had a significant effect on egg-hatchability. Similarly, we found no effect of 
recombination (F (1,196) = 1.11; p = 0.293; Table 3.7) on the measured trait. We observed no 
significant difference on egg-hatchability between the progenies yielded by the 
homokaryotypic strain HoDIDI and heterokaryotype females. However, the spawn of females 
from the homokaryotypic strain HoDADA X DADA showed significantly lower egg-hatching rates 
than that of the other groups (Figure 3.3a).  
Heterokaryotype disadvantage due to aneuploidy is not a common occurrence, 
especially for paracentric inversions carriers (White, 1969; Lande, 1984, Coyne et al., 1991). 
The absence of recombination in males (Cavasini et al., 2010) and the substantial elimination 
of recombinant products of oogenesis during meiosis (White, 1969) prevent potential 
deleterious effects of crossing-over encompassing inverted sequences. Accordingly, the 
absence of significant differences in viability between eggs yielded by either homo or 
heterokaryotypic females for two sets of linked, non-overlapping inversions, does not support 
the hypothesis of embryonic mortality induced by recombination.  
As for the observed differences in the duration of embryogenesis between crosses, 
we cannot draw any conclusions as to which factor, linked or independent from inversions, is 
affecting this trait. Previous studies show early developmental time variation both within 
(Horváth et al., 2016) and between species (Markow et al., 2009). A recent study by Horváth 
et al. (2016) on the rate of embryogenesis in D. melanogaster unveiled extensive genetic 
variation for this trait, with a difference of roughly 15% in rate among the 43 strains tested. 
The authors propose that embryonic genes that play a role in early development and 
morphogenesis might be responsible for most of the observed differences within the species. 
Even though they found an association among two chromosomal arrangements and 
embryogenesis duration, the preliminary nature of their analysis only allows partial 
understanding of the genetic architecture of embryonic development. Thus, the observed 
variation in our samples could be the byproduct of complex gene interactions between 
developmental genes along the whole genome and, therefore, out of the scope of this study.  
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The number of hatched eggs divided by the total number of eggs represents the egg-to-larva hatchability. 
We conducted two replicates of the parental strain DA-PA0/DA-PA0 (HoDADAxDADA and 
HoDADAxDADAreplicate) to control for experimental error on viability measures taken two generations apart, 
with no control for egg-hatching time for HoDADAxDADAreplicate. 
 
Table 3. 3 Chi-square for egg-viability and eclosion time 
 
Egg	-	hatchability	 d.f.	 X2	 p	
X2	between	parental	lines	HO
DIDI	and	HO
DADA	 1	 75.518	 <	0.001	
X2	among	reciprocal	crossings	BCDADI	X	DIDI,	BCDIDI	X	DADI	and	F2











	 	 	 	
Egg	-	hatchability	per	24-hour	interval	 d.f.	 X2	 p	
X2	between	parental	lines	HO
DIDI	and	HO
DADA	 1	 656.492	 <0.001	
X2	among	reciprocal	crossings	BCDADI	X	DIDI,	BCDIDI	X	DADI	and	F2	


















HoDIDI	X	DIDI	 573	 321	 4	 898	 89.8	
HoDADA	X	DADA	 22	 706	 22	 750	 75.0	
HoDADA	X	DADA	replicate	 -	 -	 -	 749	 74.9	
BCDADI	X	DIDI	 398	 512	 1	 911	 91.1	
BCDIDI	X	DADI	 478	 420	 1	 899	 89.9	
F2	
DADI	X	DADI	 7	 892	 13	 912	 91.2	
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3.3.2 Egg-to-pupa and pupa-to-adult viability 
 
Collectively, the egg-to-adult viability results unveiled significant effects of 
developmental phase (F (1,1584) = 2464.29; p < 0.001) and parental karyotype (F (1,1584) = 22.27; 
p < 0.001) on viability. Moreover, we found significant interactions between the crossings 
and the developmental phase in which the measures were taken (F (1,1584) = 23.053; p < 0.001; 
Table 3.7). Thus, we decided to analyze each of the developmental stages comprised within 
the juvenile fitness component separately to assess the effects of female karyotype, offspring 
genotype and recombination on relative pre-adult viability. 
Tables 3.4 and 3.5 summarize the results of the egg-to-adult viability tests. Those 
numbers represent the proportion of eggs that successfully developed into pupae and the 
percentage of these pupae that later emerged as adults. Vials that showed excessive mold 
growth, and thus could be affecting viability measures, were excluded from the analysis. Due 
to lack of recombination in males of D. mediopunctata (Cavasini et al., 2010), crossing-over 
between distinct karyotypes, and therefore the production of recombinant heterokaryotypes, if 
present, would only take place in the crossings BCDADI X DIDI and F2DADI X DADI. Furthermore, as 
the X chromosome has a minor role in coding for juvenile fitness variation (Chipinddale et 
al., 2001; Gibson et al., 2002), we do not expect sexually antagonistic fitness variation in our 

























HoDIDI	x	DIDI	 1580	 67.91	 98.42	
HoDADA	x	DADA	 1600	 63.88	 93.84	
BCDADI	X	DIDI	 1600	 75.63	 98.68	
BCDIDI	X	DADI	 1590	 68.11	 98.80	
F2
DADI	X	DADI	 1600	 81.88	 96.49	
 
The number of developed pupa divided by the total number of eggs represents the egg-to-pupa 
percentage. Similarly, the number of adults emerged divided by the total number of pupa produced 






















*the larva-to-pupa percentage was estimated as the difference between the pupa-to-adult viability and 














HoDIDI	x	DIDI	 89.8	 78.11	 98.42	 66.33	
HoDADA	x	DADA		 75.0	 88.88	 93.84	 57.72	
	 -	 -	 -	 -	
BCDADI	X	DIDI	 91.1	 84.53	 98.68	 74.30	
BCDIDI	X	DADI	 89.9	 78.21	 98.80	 66.91	
F2
DADI	X	DADI	 91.2	 90.68	 96.49	 78.37	
 66 
One important question to be asked is whether the offspring generated by 
heterokaryotypic females (BCDADI X DIDI and F2DADI X DADI) have lower viability when compared to 
the spawn yielded by homokaryotypic females (HoDIDI, HoDADA X DADA, and BCDIDI X DADI). A 
Tukey’s test showed significant differences in egg-to-pupa viability between the offspring 
yielded by homokaryotypic and heterokaryotypic females. For the offspring produced by 
heterokaryotypic females, the percentage of eggs that successfully developed into pupa was 
significantly higher than all the other groups, contrary to the alternative hypothesis 
expectation of high recombination rates leading to increased embryonic and pre-adult 
mortality (Figure 3.3b). Further, a chi-square test revealed significant differences among the 
recombinant groups BCDADI X DIDI and F2DADI X DADI (X2 = 18.67; d.f.: 1; p < 0.001).  
Heterokaryotypic males might have higher mating success than homokaryotypic ones. As 
showed by Gowaty et al. (2010) in D. pseudoobscura, females that experienced copulation 
with multiple males along their lifetime had higher fecundity and yielded offspring with 
higher egg-to-adult survival than monogamous females. As this is not the primary objective of 
this study, we did not perform any experimental evaluation of this hypothesis.  
An analysis of covariance (ANCOVA) unveiled significant main effects of both 
female karyotype (F (1,793) = 8.18; p = 0.004) and average genotype of the offspring 
(F (1,793) = 4.972; p = 0.026; Table 3.7) on egg-to-pupa viability. As for the pupa-to-adult 
viability, or the proportion of pupa that emerged as adults, there were no significant 
differences among the tested groups (Figure 3.3c). Nevertheless, we found a small but 
significant effect of the average genotype of the offspring (F (1,793) = 5.612; p = 0.018) on egg-
to-adult viability. Figure 3.3 summarizes the offspring pre-adult viability for each of all the 






Figure 3. 3 Pre-adult viability for each of the viability experiments performed: egg 
hatchability (a), egg-to-pupa (b), and pupa-to-adult (c) viability. The boxplot contains 
viability measures for the offspring yielded by homokaryotypic (Ho DIDI, Ho DADA) and 
heterokaryotypic (F1DADI) females. The red crosses correspond to the means. Analysis of 
differences between karyotypes with a confidence interval of 95% (Tukey’s test) is displayed 























































































































Our data allow us to make three primary considerations about the relative viability 
of the tested crosses. First, differential mortality is not evenly distributed throughout 
developmental stages. For the strain HoDIDI and the crossings involving heterokaryotypes, 
differential mortality takes place mainly in the developmental period occurring in the larval 
stages, while for the strain HoDADA, mortality is higher in the embryonic phase (Table 3.5). 
Hórvath et al. (2016) have pointed out that egg viability and duration of embryogenesis are 
negatively correlated in inbred strains of D. melanogaster, suggesting that faster 
developmental rates might be due to the higher viability of the embryos. Even though our 
results on the strains HoDIDI and HoDADA are consistent with their findings, we found no 
differential embryonic mortality among the offspring yielded by heterokaryotype crosses, 
despite some of them having relatively long egg-hatching time. As previously reported by 
Sved & Ayala (1970) and Sved (1971), the interaction among egg-to-adult developmental 
time and egg viability in heterozygous individuals might be more complicated than originally 
conceived for inbred strains.  
The general higher mortality in the egg-to-pupa viability tests found for most of 
the tested groups implies that survival at larval stages is far more challenging than at 
embryonic or pupal phases (Bokor & Pecsenye, 2000). The observed delayed mortality 
suggests that detrimental genes involved in early development may be expressed later in these 
strains, accordingly reducing embryonic mortality. For the homokaryotypic strain HoDADA, 
there could be the opposite trend, with prominent early expression of deleterious mutations 
and lower embryonic survival. Considering the groups collectively, the preferential 
elimination of maladaptive individuals in one developmental phase seems to lead to lower 
mortality on subsequent ones, suggesting that the decreased risks in survival at later stages 
might be the direct result of the previous elimination of unfit genotypes.  
Second, the overall pre-adult viability of a genotype (or karyotype carrier) is not 
fatefully related to its survival in each developmental phase. For instance, the strain HoDADA, 
which showed highest relative larva-to-pupa survival, proved to have the lowest overall pre-
adult viability among the tested strains. Offspring viability modulation in Drosophila is the 
byproduct of complex interactions between internal and external factors. For instance, in D. 
melanogaster inbreeding, parental age, and gametic age appear to influence the progeny's 
overall viability by inducing high mortality rates mainly at the pupa-adult stage, while it has a 
negligible effect on embryonic survival (Tan et al., 2013). Further, an empirical study by 
Krebs and Loeschcke (1995) reports that high relative resistance to an exogenous variable at 
one pre-adult life stage does not necessarily associate with high resistance at another. They 
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propose that patterns of change in resistance are related to other variables, such as 
developmental expression of stress-related proteins. The non-parallel relation between 
viability in different pre-adult stages can be extended to adult fitness components as well. 
Dobzhansky (1950) found in population cage experiments that mortality in pre-adult stages is 
not directly related to the overall adaptive value of a given individual later in life. Thus, even 
though empirical studies may hint at pre-adult viability as a determinant for overall viability 
(Zwaan et al., 1995; Hórvath et al., 2016), no definitive conclusion can be drawn at this point.  
Nevertheless, our results compel us to consider that the higher juvenile viability observed for 
the offspring of heterokaryotypic females might be related to the higher adaptive value of the 
females themselves. 
Finally, and most importantly, the egg-to-adult viability experiments reject the 
alternative hypothesis of strong selection against recombinants in pre-adult stages. 
Consequently, the low frequency of recombinant arrangements observed in D. mediopunctata 
is probably the product of low (or even absent) recombination along the chromosome in 
inversion heterokaryotypes. Recombination suppression in non-inverted sequences is not an 
unusual pattern in Drosophila (White & Morley, 1955), and similar crossing-over inhibition 
outside distant inverted sequences have been previously described in D. subobscura 
(Pegueroles et al., 2010). The simplest assumption is that the same meiotic restrictions that 
lead to low recombination rates on overlapping paracentric inversions act on sets of linked, 
nonoverlapping, paracentric inversions. Yet, in a more realistic perspective, most of the 
mechanisms that explain the former are unlikely to explain the latter.   
Primarily, while inhibition of chiasmata is expected to exert a significant role in 
recombination inhibition within inversions, it is unlikely to play a part in the reduction of 
recombination rates in non-inverted regions between arrangements. Since we do not expect 
loop formation outside inverted areas, no mechanical reason should prevent homologous 
pairing of non-inverted segments (Coyne et al., 1991). Secondly, single crossing-over events 
within inversions generate inviable, aneuploid meiosis products that are eliminated in the 
polar bodies (White, 1969; Lande, 1984, Coyne et al., 1991), whereas recombination among 
non-inverted sequences is not expected to yield cytologically abnormal chromosomes. 
Theoretical models suggest that crossing-over reduction may be a function of the distance 
from inversion breakpoints. Gene flux increases towards the center of the rearrangement and 
decreases as one moves closer to the limits of the inverted segment (Navarro et al., 1997).  
Such patterns are corroborated by cytological evidence of imperfect synapsis formation in 
chromosomal regions around breakpoints (Pegueroles et al., 2010). Moreover, the size and 
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relative position of chromosomal inversions seem to influence their role as recombination 
suppressors, mainly by modifying their range of inhibition along the chromosome (Roberts, 
1970, 1972, 1976; Krimbas & Powell, 1992; Pegueroles et al., 2010). So far, all the evidences 
support that the inversion recombination-redistribution effect is part of a multiple-factor 
system.  
The various mechanisms underlying chromosomal rearrangements effects over 
recombination rates, mentioned above, all seem to convey the same message:  extreme 
crossing-over inhibition is a clear hint of the maladaptive nature of recombinant 
chromosomes. We might as well take the consistent shortage of recombinant individuals as a 




For the fecundity tests, we only considered females that at some point of the 5-day 
interval laid fertile eggs (that successfully developed into larvae). All females which laid non-
hatching eggs exclusively, either by sterility or unsuccessful mating, were not included in our 
analysis (McMillan et al., 1970). Table 3.6 summarizes the daily mean fecundity for all the 
crossings. 
In accordance with the results of the egg-to-adult viability tests, we observed no 
loss of fecundity in heterokaryotypic females for the given time interval. As summarized in 
Figure 3.4, Post hoc analysis by Tukey’s test showed that fecundity for the heterokaryotype 
female was significantly higher than all the other tested groups. Thus, corroborating the 
hypothesis that heterozygosity for two sets of non-overlapping inversions does not lead to 
losses in viability or female fecundity. The higher fecundity observed for heterokaryotypic 
individuals seem to be mostly due to the female karyotype (F (1,188) = 8.88; p = 0.003; Table 
3.7), as we found no significant effect of any of the offspring traits in our fecundity measures. 
Therefore, one may assume that the number of adults produced, which is the upshot of all 








Table 3. 6 Daily mean fecundity (adults produced per female per day) 
Crossings	 Adult	counts	
	 	





HoDIDI	 HoDIDI				 844	 497	 602	 664	 590	 3197	 40	 15.99	±4.6	
HoDADA	 HoDADA	 311	 342	 370	 331	 365	 1719	 36	 9.55	±4.5	
HoDIDI	 F1
DADI	 760	 518	 638	 669	 614	 3199	 39	 16.41	±5.4	
F1
DADI	 HoDIDI	 969	 615	 701	 661	 669	 3615	 38	 19.03	±3.7	
F1
DADI	 F1
DADI	 639	 635	 611	 997	 867	 3749	 39	 19.23	±3.3	
*average number of adults produced per female per day 
 
 
Table 3. 7 Analysis of variance (ANOVA) and Analysis of covariance (ANCOVA) of pre-
adult viability and fecundity data. 





C 4 22.278 0.000*** 
DS	 1	 2464.2	 0.000***	
C	x	DS	 4	 23.053	 0.000***	






FK 1 3.275 0.072 
PRCO	 1	 1.111	 0.293	
AGO	 1	 0.930	 0.336	
 
	 	 	 	
Egg-to-pupa 
FK 1 8.181 0.004** 
PRCO	 1	 0.989	 0.320-	
AGO	 1	 4.972	 0.026*	
 
	 	 	 	
Pupa-to-adult 
FK 1 0.096 0.756- 
PRCO	 1	 0.026	 0.871-	









FK	 1	 8.880	 0.003**	
PRCO	 1	 2.245	 0.136-	
AGO	 1	 0.199	 0.656-	
Abbreviations: Crossings (C); developmental stage (DS); interaction between crossing and 
developmental stage (C x DS); female karyotype (FK); average genotype of the offspring (AGO); 
possibility of recombinant classes in the offspring (PRCO). 




Figure 3. 4 Fecundity (average number of adults produced per female per day) for 
homokaryotypic (Ho DIDI, Ho DADA) and heterokaryotypic (F1DADI) females. The red crosses 
correspond to the means. Analysis of differences between karyotypes with a confidence 








































Female fitness - or adult reproductive success - in Drosophila is a function of 
many factors such as mate choice (Partridge, 1980), nutrition (Chapman & Partridge, 1996), 
survival to male-induced harm (Holland & Rice, 1999) and the amount of resources the 
female allocates to egg production (Bateman, 1948). Our fertility assays only allow us to 
assess the last factor. The data presented in this study imply that relative pre-adult viability of 
the offspring produced by each female could explain most of the observed differences in 
relative fecundity. Then, the higher fecundity of heterokaryotypic females, as well as greater 
viability of their offspring, might be directly related to the quality (or viability) of the eggs 
laid by each type. Robertson & Sang (1944) mention that, under controlled and uniform 
conditions (i.e. optimal larval and adult nutrition and controlled parental age) the upper limit 
of egg viability is probably due to genetically determined physiological constraints, other than 
environmental restrictions (Robertson & Sang, 1944). Thus, the seeming advantage of 
heterokaryotypic individuals on the field (Klaczko et al., 1990) may rest on favorable genetic 
compositions within populations, possibly a consequence of the higher viability of the 
progeny yielded by heterokaryotypic females.  
In discussing the results of both viability and fecundity experiments, it is 
important that we make a few caveats. First, as the strains adopted in this work do not share a 
uniform genetic background, we cannot discard the influence of other chromosomes on 
fecundity. Second, it is a known fact that female inbreeding may considerably reduce 
offspring production (Ala-Honkola et al., 2015), as well as egg-to adult survival (Tan et al., 
2013). Unfortunately, at present, we cannot determine the extent in which inbreeding in the 
homokaryotypic strains adopted in this study has influenced our viability and fecundity 
measures. Finally, as we did not evaluate mortality during adulthood, nor did measure male 
reproductive success for each karyotype, the present work only allows limited conclusions 
regarding the possible superiority of structural heterozygotes. The interaction between genetic 
and ecological processes may dramatically modify the relative survival of the genotype under 
consideration. Gardner et al. (2001) in their study of genetic variation in pre-adult viability in 
D. melanogaster, reported a positive correlation between early viability and number of viable 
adults emerging when competition is weak, but the absence of any correlation when 
competition is intense. Therefore, more experiments, mainly involving multiple fitness 
components and environmental heterogeneity would be useful to determine if structural 
heterozygosity is subject to selective pressure in D. mediopunctata. 
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3.4  Summary 
 
Our results suggest that the consistent paucity of recombinant arrangements 
observed in D. mediopunctata is not accounted for by high mortality in early developmental 
stages. We found no preferential mortality among the progeny of heterokaryotypic females, 
neither did we find any sign of reduced fecundity for carriers of different sets of inversions. 
Therefore, it is reasonable to assume that the presence of two distinct sets of linked, non-
overlapping inversions may effectively reduce recombination along the whole chromosome, 
regardless of the relatively large physical distance between those inverted segments. 
Furthermore, we suggest that the seemingly adaptive superiority of heterokaryotypic 






































4.1 Coeficientes seletivos baixos bastam para manter o desequilíbrio de ligação entre 
inversões não sobrepostas. 
 
Nossos resultados sugerem que os poucos cromossomos recombinantes que 
surgem por recombinação a cada geração devem ser (ao menos parcialmente) eliminados por 
seleção na população do Parque Nacional do Itatiaia. No capítulo 2, descrevemos uma 
estimativa do coeficiente seletivo necessário para a manutenção de níveis estáveis de 
indivíduos recombinantes dada uma taxa de recombinação de 0,17% (equações 2.1 a 2.4). 
Essa estimativa foi calculada com base em um sistema com ausência de dominância, em que 
os valores adaptativos dos genótipos ApAp, ApAr and ApAr são wpp = 1, wpr = 1-hs, e wrr = 1-
s, respectivamente (Bürger, 1998). Nós podemos estender esse mesmo raciocínio a outros 
cenários. 
No caso hipotético em que o alelo recombinante Ar é dominante (h = 1), os 
coeficientes seletivos necessários para manter as baixas frequências de recombinantes são 
ainda menores (s = 0,024 para DA-PA0; s = 0,011 para DI-PB0; e s= 0,013 para haplótipos 
compartilhando a inversão proximal PC0). O mesmo padrão não se aplica a um terceiro 
cenário, em que o alelo parental Ap é o dominante (h = 0). Nesse último caso, coeficientes 
seletivos irrealisticamente altos seriam necessários para que o valor de equilíbrio observado 
em populações naturais fosse alcançado. Logo, é razoável admitir um único cromossomo 
recombinante deve ser capaz de reduzir o valor adaptativo de seu portador e, portanto, deve 
ser detectado pela seleção natural. 
Os coeficientes seletivos estimados tanto para o caso de ausência de dominância 
quanto para o caso de dominância completa do alelo recombinante são valores verossímeis se 
considerarmos dois aspectos dessa questão: a região gênica sob seleção e a viabilidade da 
progênie produzida por fêmeas heterozigotas. Quanto ao primeiro aspecto, deve-se considerar 
que, em heterozigotos, a recombinação é reduzida tanto fora quanto dentro das inversões. 
Dada a distância entre arranjos, e o próprio tamanho dos segmentos invertidos, essa inibição 
abrange grande, senão completa, extensão do cromossomo. Dessa maneira, a seleção está 
favorecendo não um, mas um grande conjunto de genes. A pergunta é: de quantos genes 
estamos falando? A questão do número de genes presentes em Drosophila tem sido alvo de 
intensa especulação ao longo dos anos (Lefevre & Watkins, 1986; Ashburner, 2000). A partir 
da análise de sequências genômicas de D. melanogaster, Adams et al (2000) fizeram a 
estimativa conservadora de 13,601 genes. Assim, em uma aproximação grosseira, o 
cromossomo II deve possuir ao menos 3000 genes que são potenciais alvos de seleção (muito 
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embora uma porção dessas sequências seja provavelmente favorecida por efeito carona). No 
que tange ao segundo aspecto, os resultados sugerem que indivíduos recombinantes 
constituem de fato uma parcela irrisória dos indivíduos gerados por cruzamentos de fêmeas 
heterozigotas. Logo, seu surgimento e consequente eliminação não deve causar grandes 
prejuízos ao valor adaptativo médio da população. Até mesmo um coeficiente seletivo quatro 
vezes maior que o maior valor estimado (s = 0,048) ainda seria uma grandeza aceitável dada a 
substancial mortalidade observada entre a prole de fêmeas heterozigotas (20 a 25%; ver 
capítulo 3). 
 
4.2 A persistência de associações não aleatórias entre inversões não sobrepostas pode ser 
explicada pela hipótese de coadaptação entre arranjos gênicos. 
 
No modelo de coadaptação proposto por Dobzhansky (1970), a epistasia entre 
alelos contidos dentro de (e entre) segmentos invertidos aumenta o valor adaptativo de seus 
portadores, enquanto baixas taxas de recombinação garantem a integridade desses blocos 
gênicos. No caso específico de D. mediopunctata, essa teoria parece explicar grande parte dos 
padrões observados. Os haplótipos recombinantes devem ser, em geral, desvantajosos, dada a 
evidência de consistente eliminação desses tipos. Essa desvantagem pode ser explicada pela 
presença de supergenes, ou complexos de genes ligados que são favoráveis em algumas 
combinações específicas: os haplótipos com alta frequência na população representam as 
associações adaptativas vantajosas e, portanto, são favorecidas por seleção natural. Os 
arranjos alternativos, por sua vez, geram indivíduos com aptidão inferior e tendem a ser 
eliminados da população. Por fim, a supressão da recombinação deve ser benéfica e 
favorecida por meio da seleção dos rearranjos cromossômicos que modificam esse parâmetro. 
Embora sugestivos, nossos resultados não são suficientes para afirmar que o polimorfismo de 
inversões em D. mediopunctata obedece de fato a um modelo de coadaptação.  
Sugerida pela primeira vez há cerca de 70 anos atrás (Dobzhansky, 1948), a teoria 
da coadaptação reúne uma série de predições que se estendem além da simples interação 
epistática entre locos. A primeira delas é a heterose para inversões cromossômicas. A 
vantagem de heterozigotos para inversões em relação a seus equivalentes homozigotos foi 
sugerida a partir de observações de populações naturais (Wright & Dobzhansky, 1946; 
Dobzhansky, 1947; Dobzhansky, 1948b; Dobzhansky & Levene, 1948) e posteriormente 
embasada por dados experimentais em D. pseudoobscura (Dobzhansky, 1950). Todavia, o 
posicionamento de Dobzhansky em relação ao assunto nunca foi uma declaração a favor da 
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heterose como um todo. Ao contrário, ele considerava que a vantagem em heterozigose era 
uma exceção à regra, aplicável para o caso das inversões, mas não necessariamente verdadeira 
para outros sistemas. 
O surgimento de uma mutação heterótica seria, portanto, um evento raro. O 
acúmulo dessas variantes seria favorecido tanto pela ausência de recombinação quanto pela 
seleção de mutações que conferissem uma vantagem adaptativa a seus portadores quando em 
heterozigose. Ao mesmo tempo, os alelos de cada loco seriam selecionados de acordo com as 
interações epistáticas que os mesmos possuem com os demais locos. 
O conceito da heterose nos leva à segunda predição da teoria de Dobzhansky 
(1948): em geral, heterozigotos que carregam dois cromossomos oriundos da mesma 
população apresentam heterose, enquanto heterozigotos que possuem cromossomos de 
populações geograficamente distantes não. A heterose é, nesse contexto, produto da interação 
entre complexos poligênicos que foram mutuamente ajustados (ou coadaptados) pela seleção 
natural ao longo do processo evolutivo. Esse foi exatamente o padrão observado por 
Dobzhansky em seu trabalho com as inversões Standard (ST), Arrowhead (AR) e Chiricahua 
(CH) em D. pseudoobscura. A questão da heterose, contudo, provou-se muito mais 
complicada do que originalmente concebido.  
Vetukhiv publicou em 1953, sob orientação direta de Dobzhansky (Lewontin, 
1987), um trabalho intrigante tratando da viabilidade de híbridos entre populações locais de 
D. pseudoobscura. Nesse estudo, três cruzamentos foram realizados: (1) entre linhagens 
derivadas de diferentes localidades, (2) entre linhagens derivadas da mesma localidade e (3) 
entre os híbridos da F1. Posteriormente, os valores adaptativos dos híbridos da F1 e da F2 
foram comparados àqueles das linhagens parentais. Contrário ao previsto pela teoria de 
coadaptação, Vetukhiv observou que o cruzamento de populações geograficamente distintas 
levava ao aumento da viabilidade dos híbridos da F1. Os indivíduos da geração F2, por sua 
vez, eram inferiores não só aos híbridos da F1, mas também aos seus parentais.  
Resultados similares foram reportados por Brncic (1954), também em D. 
pseudoobscura. Segundo o autor, a redução da viabilidade nas gerações de híbridos F2 (e F3) é 
um provável efeito da recombinação por crossing-over entre cromossomos oriundos de 
diferentes populações. O aumento da viabilidade entre híbridos F1, contudo, não é uma 
questão tão clara. Brncic (1954) sugere que a simples heterozigosidade pode, até certo ponto, 
aumentar a viabilidade desses indivíduos, ainda que os cromossomos em questão derivem de 
populações diferentes. Contudo, ele não sugere nenhum mecanismo que justifique essa 
observação. Levitan (1954), em um trabalho sobre inversões ligadas em D. robusta, ressalta 
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que olhar para a dinâmica populacional sob a ótica da heterose não é a melhor forma de se 
enxergar o problema. Ele sugere que não é a heterozigose em si, mas sim alguns heterozigotos 
específicos que são favorecidos pela seleção.  
No caso específico de D. mediopunctata, não há nenhum dado disponível acerca 
dos valores adaptativos de híbridos com cromossomos oriundos de populações 
geograficamente distantes. Ademais, muito embora o aparente excesso de heterozigotos seja 
um bom indicativo do maior valor adaptativo desses indivíduos, não há nenhuma evidência 
experimental que confirme essa conjectura. Por fim, podemos nos perguntar: seriam os alelos 
contidos dentro de inversões distais e proximais realmente coadaptados?  
 
4.3 A teoria da adaptação local: uma hipótese alternativa 
 
Proposta por Kirkpatrick e Barton (2006), a hipótese da adaptação local propõe 
um mecanismo para a captura de alelos localmente adaptados quando duas populações estão 
trocando migrantes. Alguns pontos importantes do modelo são: (1) os locos devem ser 
individualmente adaptados a condições locais; (2) não há necessidade de epistasia 
(coadaptação) entre eles e (3) o processo não depende da deriva genética (pode ocorrer em 
populações de qualquer tamanho). 
O conceito geral dessa hipótese pode ser simplificado em alguns passos simples. 
Uma população recebe migrantes que carregam alelos desvantajosos nas condições locais em 
um ou mais locos. Essa população está em equilíbrio e, a cada geração, a recombinação faz 
com que as frequências de alguns haplótipos aumentem, e as que de outros diminuam. Logo, 
um alelo vantajoso estará inserido em diferentes backgrounds genéticos: ora com alelos 
adaptados localmente em outros locos, ora com alelos migrantes desvantajosos. No caso do 
surgimento de uma inversão que reúna somente os alelos benéficos, ela será fortemente 
favorecida pela seleção natural. Na ausência de recombinação, esse efeito é acentuado com o 
cromossomo invertido aumentando de frequência, visto que seus portadores não enfrentam o 
inconveniente de carregar alelos deletérios.  
Em um cenário mais realista, cada inversão pode carregar qualquer número de n 
locos localmente adaptados, que por sua vez possuem efeito multiplicativo sobre o valor 
adaptativo de seus portadores. Dessa maneira, a vantagem adaptativa que uma inversão 
concede a seu portador é uma função de vários fatores. Primeiro, o número de alelos 
favoráveis e desfavoráveis reunidos por uma inversão. Se uma inversão captura somente um 
loco que carrega um alelo localmente adaptado, ela é evolutivamente neutra. Cada loco 
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adicional aumenta a vantagem adaptativa que esse rearranjo concede a seu portador, enquanto 
locos com alelos desfavoráveis a reduzem. Segundo, os migrantes que chegam nessa 
população. Se os migrantes são polimórficos e alguns deles carregam alelos localmente 
favoráveis, a vantagem seletiva da inversão é reduzida. Terceiro, a inversão só é favorecida se 
a população original possuir recombinação na região cromossômica em questão. Por esse 
motivo, se poucos locos ligados estão envolvidos nessa dinâmica, a força seletiva favorecendo 
a inversão torna-se muito fraca, ou até mesmo nula.  
O quanto essa teoria explica o sistema de inversões cromossômicas de D. 
mediopunctata? Consideraremos que a população obedece aos mesmos princípios delineados 
para a hipótese de Kirkpatrick e Barton (2006). Inversões distais e proximais reuniriam, 
independentemente, dois conjuntos de locos contendo alelos localmente adaptados. 
Eventualmente, inversões distais e proximais passariam a ocorrer simultaneamente em um 
mesmo cromossomo. Dado que tais alelos possuem efeito multiplicativo sobre o valor 
adaptativo de seus portadores, é razoável admitir que a ocorrência de ambas inversões 
culmine em um aumento do valor adaptativo de seus portadores. Por conseguinte, na ausência 
de interações epistáticas, qualquer combinação envolvendo inversões distais e proximais 
muito frequentes na população deveria gerar indivíduos com alto valor adaptativo. Essa 
última condição, contudo, não corresponde à realidade (ver Figura 4.1a). 
O persistente desequilíbrio de ligação entre inversões distais e proximais indica 
que, ao menos para os haplótipos mais frequentes, a manutenção de associações preferenciais 
é um aspecto importante desse sistema. Dessa forma, ainda que nem todos as previsões da 
teoria da coadaptação sejam cumpridas, a presença de interações epistáticas parece ser uma 

























Figura 4. 1 Hipóteses alternativas para os padrões de desequilíbrio de ligação em D. 
mediopunctata. A) A teoria da adaptação local: Inversões distais (D) e proximais (P) 
possuiriam, independentemente, conjuntos de alelos adaptados localmente. É esperado que 
portadores de inversões distais e proximais exibam maiores valores adaptativos quando 
comparados a indivíduos que possuem um ou nenhum rearranjo cromossômico. Na ausência 
de epistasia, o mesmo princípio deveria se aplicar a combinações alternativas entre inversões. 
Todavia, o que se observa é a manutenção de baixa frequência de recombinantes na 
população, sugerindo que a recombinação entre inversões não-sobrepostas possui influência 
negativa sobre os valores adaptativos de seus portadores. B) A teoria da coadaptação: a 
associação preferencial entre rearranjos cromossômicos poderia ser explicada pela presença 
de interações epistáticas entre alelos contidos dentro e entre inversões. Os recombinantes 




Frente aos resultados apresentados nesse trabalho, podemos delinear algumas 
conclusões gerais a respeito do sistema de inversões de D. mediopunctata. 
Primeiro, ao que tudo indica, a presença desses segmentos invertidos possui 
influência apreciável sobre as taxas de recombinação em heterozigotos. O surgimento de 
indivíduos recombinantes é, portanto, reduzido a uma porcentagem mínima por geração. Em 
um modelo neutro de evolução, mesmo baixas taxas de recombinação seriam suficientes para 
causar uma redução lenta, porém constante, dos níveis de desequilíbrio de ligação. O fato de 
essa população possuir níveis notavelmente estáveis de desequilíbrio de ligação por pelo 
menos 30 anos (339 gerações) nos leva a concluir que a seleção natural contribui para a 
manutenção do desequilíbrio de ligação entre inversões distais e proximais. Logo, os poucos 
cromossomos recombinantes que surgem por recombinação devem ser (ao menos 
parcialmente) eliminados por seleção contra os seus portadores heterozigotos, o que 
certamente abre uma intrigante frente de investigação.  
Por fim, nossos resultados são consistentes com a teoria da coadaptação proposta 
por Dobzhansky. A manutenção do desequilíbrio de ligação entre inversões distais e 
proximais pode ser atribuída à presença de interações epistáticas entre locos contidos dentro 
(e talvez fora) dos segmentos invertidos. Além disso, genótipos heterozigotos parecem 
possuir, em média, maior valor adaptativo que seus correspondentes homozigotos. Essa 
observação pode ser explicada pela aptidão superior de heterocariótipos, muito embora saiba-
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